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Die Unterscheidungsméglichkeit kleiner Mengen 
von Cerebro-glucosiden und Cerebro-galaktosiden 
Von 
J. Briickner 


Mit 2 Figuren im Text 


(Aus dem chemischen und bakteriologischen Zentral-Laboratorium 
des St. Johannis-Krankenhauses in Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mirz 1942) 


Vor einiger Zeit berichteten franzésische und amerikanische 
Autoren, sowie EK. Klenk!) iiber die Isolierung von Cerebro- 
slucosiden aus der Milz von an Gaucher-Krankheit verstorbenen 
Kindern. Nach den Untersuchungen von EK. Klenk zeigt das ab- 
gespaltene Kohlenhydrat des priiparativ rein dargestellten Cere- 
brosids die charakteristischen Eigenschaften der d-(-+)-Glucose. 
Untersucht wurde das optische Drehvermégen, die Vergiirbarkeit 
des Zuckers, das Osazon, usw. Andererseits konnte H. Liel*) 
in seinen Priparaten (drei Fille von Splenomegalie) nur die in 
dem gewodhnlich vorkommenden Kerasin enthaltene Galaktose 
nachweisen. Die Befunde seiner friiheren Mitteilungen konnten 
in der zitierten Veréffentlichung aus Mangel an Material nur 
durch einen Girversuch, der negativ verlief, bestitigt werden. 

Versuche, denen eine Reindarstellung des Kohlenhydrats vor- 
angeht, bendtigen meist eine erhebliche Menge Cerebrosid, die 
auch oft bei Splenomegalie nicht in geniigendem Mabe zur Ver- 
fiigung steht. Weiterhin wire z. B. die Identitizierung des Kohlen- 
hydrats der Blutkérperchen-Cerebroside in einem klassischen Unter- 
suchungsgang wegen ihrer kleinen Menge kaum denkbar. Dieser 
Umstand, sowie die Erleichterung verschiedener Untersuchungen 
waren der Anla®, daB ich an Hand einiger Erfahrungen tiber eine 
Methode berichten michte, die auf einfache Weise eine sichere 
Unterscheidung der beiden Cerebroside (in bezug auf ihr 
Kohlenhydrat) schon mit einigen Zehntelmilligramm der 


') Diese Z. 267, 128 (1940), (weitere Literaturangaben hier). 
*) Diese Z. 271, 211 (1941). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 ) 


mm ied 













" Abderhalden, Emil. Priifang oad das Vorkommen von d-Glutaminsiure 
in Eiwei8 von mai apron Tumoren und von normaien Organen . 
Stier, Eberhard, Einwirkung von Hefe und Ascorbinsiure auf Haimine 155 
With, Torben K. Uber die quantitative Bestimmung von Bilirubin in 
ee ee ee ee 
With, Torben K. Uber die quantitative Bestimmung von Urobilin in 


mi-Thomé, se i, ‘Unterachoneen - a 


kr 1 eaten eae 

hamolyse end ihre Anwendung auf Serum. 190 
Sehmidt-Thomé, Josef. die Hemmung der Digitoninh&molyse 

durch Serum, Mit 1 Figur im Text. . . 208 


ais Te f+ 40k B. Sah, Antigene und bieartige Geschwiiste, IV a 





















Professor Dr. F. Knoop, Tabingen, Physiologisch-chem. 


Institut, 
Leipzig C 1, 


Gmelinstrape 8 oder Professor Dr. K. Thomas, Petree | 
ito tr tage yn 


=e, TAebigstr. 16 


a Re eh lt acelin 


ah sa ota ill GOS PEAR RS. 














73 


Die Unterscheidungsmiglichkeit kleiner Mengen 
von Cerebro-glucosiden und Cershro-galaktosiden 
Von 
J. Briickner 
Mit 2 Figuren im Text 





(Aus dem chemischen und bakteriologischen Zentral-Laboratorium 
des St. Johannis-Krankenhauses in Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19. Mirz 1942) 


Vor einiger Zeit berichteten franzésische und amerikanische 
Autoren, sowie KE. Klenk?) iiber die Isolierung von Cerebro- 
glucosiden aus der Milz von an Gaucher-Krankheit verstorbenen 
Kindern. Nach den Untersuchungen von KE. Klenk zeigt das ab- 
gespaltene Kohlenhydrat des priparativ rein dargestellten Cere- 
brosids die charakteristischen EKigenschaften der d-(+)-Glucose. 
Untersucht wurde das optische Drehvermégen, die Vergirbarkeit 
des Zuckers, das Osazon, usw. — Andererseits konnte H. Lieb?) 
in seinen Priiparaten (drei Falle von Splenomegalie) nur die in 
dem gewodhnlich vorkommenden Kerasin enthaltene Galaktose 
nachweisen. Die Befunde seiner friiheren Mitteilungen konnten 
in der zitierten Veréffentlichung aus Mangel an Material nur 
durch einen Girversuch, der negatiy verlief, bestitigt werden. 

Versuche, denen eine Reindarstellung des Kohlenhydrats vor- 
angeht, bendtigen meist eine erhebliche Menge Cerebrosid, die 
auch oft bei Splenomegalie nicht in geniigendem Mafe zur Ver- 
fiigung steht. Weiterhin wire z. B. die Identifizierung des Kohlen- 
hydrats der Blutkérperchen-Cerebroside in einem klassischen Unter- 
suchungsgang wegen ihrer kleinen Menge kaum denkbar. Dieser 
Umstand, sowie die Erleichterung verschiedener Untersuchungen 
waren der Anla®, da8 ich an Hand einiger Erfahrungen iiber eine 
Methode berichten méchte, die auf einfache Weise eine sichere 
Unterscheidung der beiden Cerebroside (in bezug auf ihr 
Kohlenhydrat) schon mit einigen Zehntelmilligramm der 





1) Diese Z. 267, 128 (1940), (weitere Literaturangaben hier). 
*) Diese Z. 271, 211 (1941). 
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Substanz,auch in unreinem Zustande,z.B. in einem Organ- 
_ Extrakt erméglicht. 

Das Verfahren beruht auf der Orcin—Schwefelsiure-Reaktion 
der Kohlenhydrate, die schon von M. Sorensen und G. Haugard’) 
zu quantitativen Unterscheidungen verschiedener Hexosen verwen- 
det wurde. Die Reaktion konnte nun durch eingehende Uber- 
prifung der Reaktionsbedingungen bedeutend verfeinert und emp- 
findlicher gestaltet werden. Uber die zahlreichen diesbeziiglichen 
Einzelarbeiten kann hier nicht berichtet werden, weshalb nur 
das Endergebnis besprochen werden soll. — 1 ccm 0,01°/,iger 
Zucker-Lisung wird 1 ccm Orcin-Reagens (2°/,ig in 20°/,iger 
Schwefelsiiure) zugesetzt und das Gemisch dann mit 3ccm 92°/,iger 
Schwefelsiure unterschichtét. Durch Schiitteln .werden nun die 
beiden Flissigkeiten gemischt und gleich darauf abgekihlt. Eine 
auf diese Weise behandelte Glucose-Lésung kann schon durch 
bloBes Betrachten von einer Galaktose-Lésung unterschieden wer- 
den. Glucose zeigt namlich kirschrote Farbe mit einem Stich 
ins Braune, wihrend Galaktose blaurot erscheint. Dieser Farb- 
reaktion entsprechend kann man bei spektroskopischer Betrach- 
tung der Glucose-Reaktion eine flache, sich von Orange bis ins 
Violett erstreckende Endabsorption beobachten, wahrend die Galak- 
tose ein breites Absorptionsband im Griin aufweist. 


Bei genauer Durchfiihrung der Reaktion miissen aber Farb- 
messungen vorgenommen und Farbkurven angelegt werden. Zu 
diesem Zweck wurde das Pulfrich-Photometer benutzt, wobei 
die Extinktionen mit Hilfe der Filter 8,,, 45, 555 535 573 617 79. CF 
mittelt wurden. Da es sich herausstellte, daB die Reaktion keine 
bestandige Farbe (in der Wiarme) besitzt, wurde die Messung zu 
verschiedenen Zeitpunkten wiederholt. Die Verinderung der Farbe 
und ihrer Intensitaét erfolgt sehr schnell, doch ist sie fiir beide 
Kohlenhydrate charakteristisch. Da die Reaktion in jedem_be- 
liebigen Zeitpunkt durch Kihlung in Eiswasser unterbrochen 
werden kann, wobei die Farbe eine geraume Zeit hindurch be- 
staindig bleibt, ist die Méglichkeit gegehen, den Reaktionsverlauf 
in jedem gewiinschten Zeitpunkt bequem zu studieren. Vier 
Messungen, und zwar eine unmittelbar nach der Durchmischung 
und je eine weitere nach 8, 15 und 30 Sekunden nachher er- 
weisen sich meist nicht nur zur Identifizierung der beiden 
Zuckerarten als hinreichend, sondern auch zur Fest- 


5) Biochem. Z. 260, 247 (1933). 
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stellung des Mischungsverhaltnisses der beiden Kohlen- 


hydrate fiir den Fall, daB beide nebeneinander anzu- 
treffen waren. 


Die Reaktion hingt im hohen Grade von der Konzentration 
der verwendeten Schwefelsiure ab. Als optimal wurde eine Kon- 
zentration von 92°/,, mit einem spezifischen Gewicht von 1,82 
bei Zimmertemperatur gefunden. — Die durch Vermischen mit 
der starken Saiure auftretende spontane Erwarmung spielt selbst- 
verstindlich ebenfalls eine wesentliche Rolle. Deshalb soll hier 
noch darauf aufmerksam gemacht werden, da die mitgeteilte 
Orcin-Reaktion vor allem zur qualitativen Unterscheidung der 
beiden Kohlenhydrate ausgearbeitet wurde; quantitative Bestim- 
mungen iiber die absolute Zuckermenge diirfen daher nur mit 
créBter Sorgfalt durchgefiihrt werden, da die Erwarmung, die 
besonders auf die Intensitat der Farbe von EjinfluB ist, aus ver- 
schiedenen Griinden (Wanddicke und -breite des Reagenzglases 
Ungleichheit der Durchmischung usw.) nur schwer reguliert wer- 


den kann. Der Verlauf der Farbkurve wird aber viel weniger, 
beeinfluBt. 


Wie schon erwilnt wurde, kénnen bei der Unterscheidung 
der Cerebro-galaktoside und -glucoside auch unreine Priparate, 
bzw. auch Ausziige von Organ-Lipoiden untersucht werden. Vor- 
bedingung ist aber, da die Kohlenbydrate sorgfaltig entfernt 
werden. Dies konnte teils durch geeignete Lésungsmittel, teils 
durch Ausschiitteln der Lésung mit einer 2°/,igen Trichloressig- 
siure erreicht werden. — Bei den Versuchen fanden ein Cere- 
brosid-Praparat (gereinigt nach H. Loening und H.Thierfelder’), 
aber aus verschiedenen Gehirn-Cerebrosiden bestehend) und ein 
alkoholischer Auszug der weiBen Substanz eines menschlichen 
Gehirns Verwendung. Die Hydrolyse erfolgte mit 3 n-Schwefel- 
siure; die Reaktion wurde dann mit dem Hydrolysat dur’:a- 
gefiihrt. Beide Praparate ergaben wie erwartet eine typische 
Galaktose-Reaktion (vgl. Fig. 2). — Um die Versuche gleichférmig 
zu gestalten wurden auch die Zucker-Lésungen mit einer 3 n- 
Schwefelsiiure zubereitet. 


Als Erginzung einer vorangehenden Mitteilung®) soll hier 
noch der Beweis erbracht werden, daB das Lipoid-Extrakt 
der menschlichen Blutkérperchen Galaktose-Reaktion 
zeigt, folglich also ein Cerebro-galaktosid enthilt. 


*) Diese Z, 74, 282 (1911). ») Diese Z. 268, 251 (1941). 
6* 
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Leider konnten mit Cerebro-glucosiden keine Versuche an- 
gestellt werden, da mir solche Praparate nicht zur Verfigung 
standen und da mir in den letzten Jahren auch kein einziger 
Fall der aiuBerst seltenen Gaucher-Krankheit bekannt wurde. Das 
Trichloressigsiure-Filtrat des Blutes eines leichten Diabetikers 
(dessen Blutzucker als fast ausschlieBlich aus Glucose bestehend 
anzusehen ist) zeigte aber in der Farbkurve einen parallelen 
Verlauf mit der Kurve der analysenreinen Glucose, die bei den 
Versuchen Verwendung fand (Fig. 2). 


Besehreibung der Versuche 
Die Orcin-Reaktion der Galaktose und Glucose. Aus 0,2°/,igen 


10 
Lésungen der analysenreinen Priiparate der d-(+)-Glucose und d-(+)-Galak- 
tose wurden mit 3 n-Schwefelsiure Verdiinnungen zubereitet, die in 1 cem 
0,1 mg Substanz enthielten. Zu je 1 ccm dieser Lésungen wurden in vier 
Reagenzglisern je 1 cem Orcin-Reagens [bereitet durch Lésen von 2 g Orcin- 
Reagens D.A.B.6 (Schering-Kahlbaum) in 50 ccm destilliertem Wasser 
und Versetzen mit 50 cem einer Mischung, die aus 20 cem konzentrierter 
Schwefelsiure und 30 cem destilliertem Wasser bereitet wurde] und 3 cem 
92°/,iger Schwefelsiure 1,82 [die Siure wurde aus einem analysenreinen 
E. Merck-Priparat hergestellt. Spezifisches Gewicht 1,84] gegeben. Un- 
mittelbar nach Zusetzen der Schwefelsiiure wird durch Schiitteln gut durch- 
gemischt und dann das erste Reagenzglas sofort in Eiswasser abgekiihlt; 
die folgenden 3 Glaser aber erst in Zeitabstiinden von 8, 15 und 30 Sekunden 
nach der Durchmischung. Zur Kontrolle dient eine Mischung der 3 n-Siiure 
mit den Reagentien (ohne Kohlenhydrat), die so behandelt wurde wie der 
Hauptversuch. Nach einer 3—4 Minuten anhaltenden Abkiihlung in Eis- 
wasser ist die Reaktion zur Messung bereit, die mit Hilfe von 10 mm-Kiivetten 
im Stufenphotometer vorgenommen wurde. In die Kompensationskiivette 
kam der Kontrollversuch. Die Ablesungen aller 4 Versuche erfolgten bei 
den Filtern Sys, 47, 50: ss: 57) 61» 72- Bei S,. zeigt sich praktisch keine Ab- 
sorption; die Ablesungen mit diesem Filter kénnen daher weggelassen 
werden. Die erhaltenen Extinktionen sind in der Tab. I wiedergegeben. 


Tabelle I 














Zeit nach der Extinktionen 
Durchmischung | «¢ | a | Gath = ae 
8 Sus | Sa | Sso | S;3 S., | Sa | Sro 


ie ! | | v 57 











1>Sekunde | 0,165 | 0,178 | 0,161 | 0,119 | 0,091 | 0,030 | 0,004 
ona 8 Sekunden | 0,294 | 0,294 | 0,271 | 0,217 | 0,168 | 0.043 | 0002 
15 . 0,390 | 0,364 | 0,348 | 0,300 | 0,225 | 0,050 0.000 
30 0,618 | 0,495 | 0,481 | 0,436 | 0,337 | 0.064 | 0.002 


1>Sekunde — | 0,307 | 0,329 | 0,385 | 0,448 | 0,352 | 0,073 | 0,011 
Bit Aenan 8 Sekunden | 0,570 | 0,556 | 0,688 | 0,832 | 0,600 | 0,108 | 0,009 
15 i 0,728 | 0,665 | 0,838 | 1,027 | 0,723 | 0,129 | 0,009 
30 ‘5 0,836 | 0,703 | 0,893 | 1,086 | 0,745 | 0,133 | 0,011 
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; Zur Verdeutlichung der Unterschiede wurde der 15 Sekunden-Wert der 
3 beiden Zucker auch graphisch dargestellt (Fig. 1), wobei die Extinktion auf 
die Ordinate aufgetragen wurde, die Wellenlingen aber auf die Abszisse. 
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Fig.1. Farbkurven 
15 Sekunden nach der Durchmischung 
O 0,1 mg Glucose in 1 ccm Lésung 
+ 0,1 mg Galaktose in 1eccm Lésung 
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Fig. 2. Farbkurven 
15 Sekunden nach der Durchmischung 
+ - Cerebroside 
O———-_ Gehirn-Extrakt 
O Cerebroside der Blutkérperchen 
—------ Blutzucker-Farbkurve eines Diabetikers 


Cerebroside. 10mg des Priparates wurden mit Hilfe anne Tropfen 
Chloroform in Athanol gelést und auf 10cem aufgefillt. Zu 2eem dieser 
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Lésung wurden in einem breiten Reagenzglas (3 x 12 em) 4 cem 3 n-Schwefel- 
siure zugesetzt. Das Gemisch wird dann mit einem Trichterchen bedeckt 
und 45 Minuten bei 110° im Autoklav hydrolysiert. Nach beendeter Hydro- 
lyse, wihrend welcher der Alkohol verdunstet, wird das Gemisch auf 5 ccm 
aufgefiillt und nachher mit 5cem mit Wasser gewaschenem Chloroform 
(pro anal. ,,Merck“) in einem Zentrifugenglas kriftig geschiittelt. Dann 
wird zentrifugiert und das vollkommen klare Zentrifugat zu der Reaktion 
weiter verwendet. Die zur Kontrolle dienende 3 n-Schwefelsiure wird eben- 
falls mit Chloroform geschiittelt. Es macht sich nimlich eine leichte Gelb- 
firbung bemerkbar, die auf diese Weise kompensiert werden kann. Die 
erhaltenen Werte sind in der Tab. II ersichtlich, der 15 Sekunden-Wert 
wurde in Fig. 2 dargestellt. 


Tabelle I 


























Zeit nach der Extinktionen 
Durchmischung os By Te ee : S.. So S.. 
1>Sekunde | 0,314 | 0,328 | 0,372 | 0,426 | 0,342 | 0,068 | 0,012 
8 Sekunden | 0,426 | 0,420 | 0,515 | 0,629 | 0,462 | 0,084 | 0,009 
Cerebroside { ) 5 ‘ 0.638 | 0.594 | 0,733 | 0.921 | 0.638 | 0,105 | 0.007 
30 0,668 | 0,602 | 0,745 | 0,939 0,668 | 0,114 | 0,011 
1>Sekunde | 0,319 | 0,328 | 0,404 | 0,462 | 0,347 | 0,063 | 0,004 
Gehirn- 8 Sekunden | 0,523 | 0,475 | 0,585 | 0,688 | 0,475 | 0,086 | 0,011 
Substanz 15 0,688 | 0,576 | 0,699 | 0,824 | 0,546 | 0,089 | 0,009 
30 0,757 | 0,585 | 0,721 | 0,870 | 0,576 | 0,095 | 0,002 
Cerebroside { 1>Sekunde | 0,181 | 0,256 | 0,276 | 0,284 | 0,208 | 0,025 | 0,000 
der Blat. ) 8 Sekunden. | 0,469 | 0,469 | 0,523 | 0,585 | 0,404 | 0,058 | 0,009 
es al 15 = 0,638 | 0,594 | 0,658 | 0,745 | 0,502 | 0,078 | 0,004 
ee 880 2 0,678 | 0,602 | 0,668 | 0,757 | 0,523 | 0,084 | 0,000 








Gehirn-Substanz. Zu den Untersuchungen wurde meistens die Gehirn- 
Substanz (weiBe) durch plétzlichen Tod verstorbener Personen verwendet. 
Es soll hier der Versuch besprochen werden, der mit der weifen Substanz 
(aus dem Frontal-Lappen) einer durch Verbluten verstorbenen Frau (extra- 
uterine Gray.) durchgefiihrt wurde. 250 mg der zerkleinerten weifen Substanz 
wurden mit Quarzsand fein zerrieben, anschlieBend mit 35 eem Athanol 
unter Erhitzen extrahiert und in einem MeBkolben von 50 cem Inhalt filtriert. 
Weitere ungefiihr 15 cem des Liésungsmittels wurden zum Nachwaschen und 
Auffiillen auf 50 cem benutzt. 10 cem des Auszuges wurden nach Ver- 
dampfen des Lésungsmittels in 6 ccm eines Chloroform—Athanol-Gemisches 
(4+1) gelést, in ein 25 cem fassendes Zentrifugenglas filtriert und mit 
weiteren 4 ccm Lésungsmittel nachgewaschen. Dann wurde mit 10 ecem 
2°/,iger wibriger Trichloressigsiiure geschiittelt, zentrifugiert, die sich oben 
absetzende Siiure vorsichtig abgesogen und der ProzeB noch einmal wieder- 
holt. SchlieBlich wird das Chloroform, das die Cerebroside zum Teil gre- 
fillt enthilt, im Wasserbade verdunstet, die Wand des noch warmen Ge- 
fiBes mit 2cem Athanol abgespiilt und in Alkohol auch der am Boden 
befindliche Riickstand gelist. Zur Lésung kamen dann noch 4cem 3n- 
Schwefelsiiure hinzu. Das Gemisch wurde weiter ebenso behandelt wie 
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die Cerebroside, nur erfolgte das Auffiillen nach der Hydrolyse nicht auf 5 
sondern auf 7,5ceem. Die Ergebnisse sind in Tab. II und Fig. 2 zusammen- 
gestellt. 


Lipoid-Extrakt der Blutkoérperchen. Bei den Versuchen wurde 
Blut méglichst gesunder Personen verwendet. Die Gerinnung wurde durch 
Kaliumoxalat gehemmt. Das Blut wurde gleich nach der Entnahme zentri- 
fugiert, die Blutkérperchen mit physiologischer Kochsalzlésung gewaschen 
und scharf abzentrifugiert. 5cem Blutkérperchenbrei (die Leukocyten wurden 
méglichst vollkommen entfernt) wurden mit der gleichen Menge Wasser 
etwas himolysiert und mit 80 cem Athanol unter Erhitzen extrahiert, in 
einen Erlenmeyer-Kolben von 200 cem Inhalt filtriert und mit 20—30 ecm 
Athanol nachgewaschen. Nach Verdampfen des Lésungsmittels wurde ebenso 
weiter behandelt wie oben beschrieben, aber nach der Hydrolyse auf 5 ccm 
aufgefiillt. — Bei der Extraktion wird der Blutfarbstoff (nach Fiallung des 
Globins) in betriichtlichem AusmaBe gelést. Er wird aber gréBtenteils beim 
Ausschiitteln mit Chloroform entfernt; es bleibt jedoch immerhin noch so 
viel in der Lésung zuriick, da8 der durch diesen Umstand verursachte 
Fehler kompensiert werden muf. Es wurde daher zu 1 cem des Hydrolysats 
an Stelle der Orcin-Lésung 1 cem 20°/,ige Schwefelsiure und 3 cem der 
92°/,igen Schwefelsiure zugesetzt und nach Abkihlen an Seite der Kompen- 
sationskiivette in eine 10 mm-Kiivette gefiillt. An Seite der Versuchslésung 
kam ebenfalls in eine 10 mm-Kiivette destilliertes Wasser. Die Versuche 
weisen, wie aus der Tab. II und Fig. 2 ersichtlich wird, deutlich an Galak- 
tose hin. Die um einige Prozente intensivere Absorption bei 8,, und S,, 


kann vielleicht von einer noch immer nicht vollstindigen. Kompensation 
herriihren. 
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Polarographische EiweiSuntersuchungen. VI 
Pflanzliches Eiwei8 (Gliadin und Getreide-Schrotausziige) 


Von 


Caspar Tropp und Walter Stoye 
Mit 4 Figuren im Text 


(Aus der Medizinischen Klinik mit neurologischer Abteilung der Universitat Wurzburg) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 26. Mirz 1942) 


In der dritten Mitteilung!) dieser Arbeitsreihe haben wir 
das verschiedenartige Verhalten von Serum, Plasma und de- 
finierten Eiwei8kérpern in einer geometrischen Verdiinnungsreihe 
polarographisch untersucht. Es zeigte sich dabei, daB sowohl 
den einzelnen EiweiBkérpern selbst, als auch ihren natiirlichen 
Mischungen, wie Plasma und Serum, ganz charakteristische 
Flichendiagramme zukommen, die durch die verschiedenartige 
Verhaltungsweise der ersten und zweiten Proteinstufe ihre Er- 
klarung finden. Als besonderes Merkmal stellten wir damals den 
Begriff des ,,Kreuzungseffektes“ auf, worunter wir das Absinken 
der zweiten Proteinstufe unter das horizontale Niveau der ersten 
bei fortschreitender Verdiinnung verstehen. Die eigentiimliche 
Formverinderung, welche die Proteindoppelstufe durch die Ver- 
diinnung der untersuchten HiweiBkérper erfahrt, erklirten wir 
durch den Zuwachs, respektive durch die Abnahme charakte- 
ristischer Molekilgruppen im GesamteiweiB, die polarographisch 
reagieren und sich demzufolge auch im Polarogramm wieder- 
geben lassen. Wir haben als Arbeitshypothese die Meinung ver- 
treten, daB die zweite Proteinstufe durch den polarographisch 
reagierenden Cystinbestand im EiweiBmolekiil, und die erste Pro- 
teinstufe durch die eigentiimliche Verbindung der einzelnen Amino- 
sduren und Aminosdurenkomplexe im Eiwei8molekiil bedingt ist. 

Ks hat sich fiir unsere weiteren Arbeiten als notwendig er- 


wiesen, den KiweiBquotienten P= = einzufiihren, wobei h, 


die Hohe der ersten Stufe und h, die Hohe der zweiten Stufe 





1) Diese Z. 262, 225 (1939). 
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in mm von der Null-Linie aus ausdriickt. Bei dieser Bezeich- 
nungsweise ist der Kreuzungseffekt selbst genau 1. Ist die zweite 
Stufe héher als die erste, so ist der Quotient iiber 1, und ist die 
zweite Stufe niedriger als die erste, so ist der Quotient um- 
gekehrt niedriger als 1. Wir haben menschliches Serum mit 
7,7°/, EiweiBgehalt refraktometrisch bestimmt in zunehmender 
Konzentration in 7 Einzelkurven dargestellt. Die Versuchslésung 
war 0,1°/,ig. Die Quotienten finden sich in Tab. 1, S. 85; sie 
liegen fiir die ersten 4 Kurven unter 1, fiir die restlichen 3 Kurven 
iiber 1. Der Kreuzungseffekt selbst liegt zwischen der 4. und 
5. Kurve. 

Diese Einleitung muBte gegeben werden, bevor zu dem 
eigentlichen Thema dieser Arbeit iibergeleitet wird, die sich im 
wesentlichen mit dem Quotienten P bei pflanzlichen Eiweib- 
kérpern und den sich hieraus ergebenden theoretischen Uber- 
legungen befaBt. Da sich iiberraschenderweise bei den pflanz- 
lichen Eiwei8kérpern ein véllig anderes Verhalten von P im Ver- 
gleich mit den tierischen EiweifSkérpern ergibt, ist es der Zweck 
dieser Arbeit, die erhaltenen Ergebnisse mit unseren bisherigen 
Kenntnissen und Vorstellungen iiber dieses Gebiet in Einklang 
zu bringen. 

Wir verwendeten als pflanzliches Eiweif sowohl reine Gliadin- 
lésungen*) als auch ein EiweiBgemisch, wie es in einem waBrigen 
Getreideschrotauszug vorhanden ist. Die pflanzlichen Eiweib- 
kérper, gerade des Getreides, hatten fiir uns ein doppeltes Inter- 
esse. Wissenschaftlich lag ihre Untersuchung in unserer ganzen 
Arbeitsplanung. Praktisch hat der eine von uns (Tropp), als 
Leiter des Untersuchungsinstitutes des Reichsvollkornbrotaus- © 
schusses in Wiirzburg, an den vordringlichen Fragen der Ge- 
treideverarbeitung ein besonderes Interesse. Es kann durchaus 
méglich sein, daB sich bei der Ausarbeitung polarographischer 
Untersuchungsmethoden fiir praktische Fragen der Getreidepro- 
teine wertvolle und schnelle Untersuchungsverfahren auffinden 
lassen, die der wissenschaftlichen Forschung andererseits wiederum 
in diesem so sehr wichtigen Gebiet der menschlichen Ernahrung 
besonders dienlich sind. 


Die Proteine der verschiedenen Getreidearten sind verantwortlich fiir 
die Backfihigkeit der entsprechenden Getreideart. Fiir den Weizen, der 


*) Gliadin wurde uns in freundlicher Weise von Herrn Geheimrat 
Prof. Abderhalden zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm auch an dieser 
Stelle nochmals herzlichst danken. 
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weitaus am besten untersucht ist, liegen eine groBe Zahl von Unter- 
suchungen vor, die sich mit der Eigenart der pflanzlichen EiweiBkérper 
befassen, wobei neben geringen Albumin- und Globulinmengen besonders 
das Verhiltnis von Gliadin zu Glutenin die charakteristische Eigenschaft 
des Klebers bedingt, der durch Quellvorgiinge bei der Teigfiihrung des 
Weizenmehls entsteht und dessen Menge, respektive Qualitit fiir die Back- 
fihigkeit des Weizenmehles ausschlaggebend ist. Schulerud*) nimmt mit 
Blish’) an, daB der Kleber ein Komplex von unzihligen Komponenten 
ist. Hierbei scheinen auch Lipoid-Proteinkomplexe eine entscheidende 
Rolle zu spielen. Die friihere Ansicht, daB im Roggenmehl die Voraus- 
setzungen fiir die Bildung von Kleber nicht gegeben sind, ist angezweifelt 
worden. Neumann‘) hat im Roggenmehl einen gluteninihnlichen Stott 
nachgewiesen. Die Adsorptionstheorie von Berliner und Koopmann”), 
die das Wesentliche des Kleberaufbaues in der Adsorption des Gliadins 
an Gluteninkerne sieht, wiirde auf Roggenmehl angewendet bedeuten, dab 
der im Roggen enthaltene gluteninartige Koérper sehr wenig Adsorptions- 
kerne bildet. Diese wenigen Ausfiihrungen zeigen bereits, wie viele Theorien 
iiber den Kleberaufbau bestehen and beweisen, da dieses ganze kompli- 
zierte Gebiet der gegenseitigen Beeinflussung verschiedenster EiweiBsysteme 
noch keineswegs irgendeine Klirung erfahren hat. 


Es gelang uns bei unseren ersten Versuchen sowohl mit 
reinen Gliadinlésungen, als auch mit Weizen- und Roggenschrot- 
ausziigen einen vollig neuen polarographisch reagierenden Typ 
von HKiweiBkérpern, respektive KiweiBsystemen aufzufinden. Hier- 
tiber wird im experimentellen Teil berichtet. 


Experimenteller Teil 


Grundlésung: Die ganzen nachfolgenden Proteinuntersuchungen 


wurden im Cobalto-Puffergemisch als Grundlésung durchgefiihrt. Diese 
besteht aus: | 


2cem 1,6 x 10~? m-Kobaltochlorid, 1 cem n-NH,Cl und 1 eem n-HN,OH. 


Zu diesen 4 ccm Reaktionsgemisch wurde die zu untersuchende Lésung 
zugesetzt und mit bidestilliertem Wasser auf 10 ccm Endvolumen aufgefiillt. 
Fiir die Schrotausziige aus Roggen- und Weizenschrot werden 
je 5g Brot in einer Reibschale nach und nach unter stindigem Riihren 
mit 100 cem 0,9°/,iger Kochsalzlésung zersetzt, bis eine milchigtriibe Emul- 
sion erhalten wurde, die man dann scharf abzentrifugierte. Die iiber- 
stehende leicht opake Fliissigkeit fand fiir unsere Versuche Verwendung. 
Fiir besondere Untersuchungszwecke wurde dann der scharf abzentri- 
fugierte Bodensatz noch zweimal mit je 100 ecm 0,9°/,iger Kochsalzlisung 





*) A.Schulerud, Das Roggenmehl, Verlag Moritz Schifer, Leipzig 
(1939). 


*) Blish, Presentation of the Osborne Medal; Blish u. Bode, Ber. 
chem. Ges. 133 (1935) 


*) M. P. Neumann, Brotgetreide und Brot, Berlin, Paul Parey 1929. 
*) Berliner u. Koopmann, Z. ges. Miihlenwesen 21 (1928), 
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griindlichst durchgeschiittelt und abermals zentrifugiert. Die Auswasch- 
fliissigkeiten wurden einzeln polarographisch untersucht. 


Die Gliadinlésung, die fiir die Untersuchungen diente, wurde 
durch Lésen von 50 mg Gliadin in 10 cem n/100-HCl hergestellt. Die 
Lésung ist 0,5°/,ig. 

Gliadin. Wir untersuchten zunichst reines Gliadin. In Fig. 1 
ist die geometrische Konzentrationsreihe von Gliadin dargestellt. 
Die 1. Kurve entspricht einem Gehalt von 0,1 ccm der 0,5°/, igen 
Gliadinlésung in 10 ccm Puffergemisch. Jede folgende Kurve 
entspricht der doppelten Menge Gliadin im Verhialtnis zur voran- 
gegangenen, so daf die gesamten 6 Kurven einen Konzentrations- 
bereich von 0,1—3,6 ccm der 0,5°/,igen Gliadinlésung in 10 ccm 
Puffer umfassen. Es zeigte sich dabei, daf die Glhiadinlésung 
polarographisch schlecht schreibt, und haufig Kurvenstérungen 
auftreten, die u. EK. nicht apparativ bedingt sind. Wahrend bei 
Kurve 1 und 2 noch als Ausdruck der geringen Gliadinkonzen- 
tration ein Maximum vorhanden ist, fehlt dieses bei den iibrigen 
Kurven. Bei Kurve 6 ist die erste Proteinstufe kaum zu er- 
kennen, und die Kobaltstufe ist etwas erniedrigt. Eine genaue 
Ausmessung dieser Kurve ist nicht méglich. Nach unseren bis- 
herigen Erfahrungen bei tierischen Proteinen miBte sich die 


Proteindoppelstufe entsprechend den angewendeten Konzentrationen 
véllig anders verhalten. 


Die groBe Variabilitit der ersten zu der zweiten Protein- 
stufe, die uns bei den tierischen Proteinen den Begriff des 
Kreuzungseffektes hat prigen lassen, fehlt bei den bisher unter- 
suchten pflanzlichen Proteinen, so. auch bei Gliadin viéllig. Der 
Kreuzungseffekt existiert nicht, die zweite Proteinstufe ist 
selbst bei der stairksten Verdiinnung, die gerade noch eine diffe- 
renzierbare Proteindoppelstufe schreiben liBt, hdher als die erste 
Stufe. Dies ist ein entscheidender Unterschied gegeniiber den 
tierischen Proteinen und kommt auch rein zahlenmaBig in dem 
Quotienten P zum Ausdruck, der stets iiber 1 liegt und in Fig. 1 
zwischen 1,07 und 1,91 schwankt. In Tab. 1 sind nochmals 
die Quotienten P fiir verschiedene Konzentrationen pflanzlichen 
und tierischen EiweiBes gegeniiber gestellt, wobei ein Konzen- 
trationsbereich gewahlt wurde, bei dem sowohl bei stirkster Ver- 
diinnung als auch bei héherer Konzentration gerade eben noch 
eine Differenzierung und Ausmessung der Kurven méglich ist. 


Diese Tabelle zeigt eindrucksvoll den Unterschied, den wir 
polarographisch zwischen tierischem und pflanzlichem EiweiB fest- 
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stellen kénnen. Wie wir in der dritten Mitteilung (a. a. O.) zeigten, 
verhalten sich alle bisher untersuchten tierischen EiweiBkérper 
polarographisch im Prinzip gleich. 





Alle zeigen den Kreuzungs- 


Fig. 1 


Versuchslésung 0,5°/,ige Gliadinlésung (in n/100-HCl), davon sind in 10cem Pufferlésung enthalten: 
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1,60 
1,91 


4. Kurve = 0,8 ccm . 
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effekt. Auch das Serum, das wir in Tab. 1 erneut untersuchten, 
hat seinen Kreuzungseffekt zwischen der 4, und 5. Kurve. 
Wahrend P bei diesem zwischen 0,84 und 1,25 schwankt, liegt 
die Schwankungsbreite fir Gliadin in einem héheren Bereich 
zwischen 1,07—1,91, steigt stetig an, was bei den Quotienten 
des Serums nicht der Fall ist, und kommt niemals unter 1. 
Diese Unterschiede sind bei den vergleichenden Konzentrations- 
untersuchungen sehr ausgesprochen. Die Tabelle deutet auch 
noch einen anderen grundlegenden Unterschied an: um von beiden 
Stoffen Kurven etwa gleicher GréBenordnung zu erhalten, erweist 
es sich als notwendig, vom Gliadin etwa 10 mal soviel Substanz 
zu verwenden als von tierischem Kiwei8. Das pflanzliche Eiweif 
reagiert polarographisch nicht so leicht wie das tierische EiweiB! 

















Tabelle 1 
(KE = Kreuzungseffekt) 
Serum Gliadin (Fig. 1) 
| 
Y ® ' 
= inléeem |. P= 3 in 1 cem = bs 
— Endvolumen | 1 Endvolumen 1 
1 4,5 0,98 50,0 1,07 
2 9,0 0,93 100,0 1,19 
3 18,0 0,84 200,— 1,34 
4 36.0 0,89 400,0 1,60 
< KE 
5 72,0 1,04 800,0 1,91 
6 144,0 1,10 1600,0 nicht ausmeBbar! 
a 288,0 © 1,25 —- — 








Gliadin unterscheidet sich auch noch in anderer Weise vom 
tierischen Eiwei8. In unserer zweiten®), dritten (a.a.O.) und 
vierten’) Mitteilung haben wir die verschiedenartigen Eiweif- 
denaturierungsmethoden besprochen und selbst die Ferment- und 
Hitzedenaturierung polarographisch untersucht. Das eigentiim- 
liche Verhalten tierischer Eiwei8kérper beim Zusatz von hohen 
Harnstoffmengen, wodurch im Schrifttum bei verschiedenen tie- 
rischen Eiweibkérpern eine ,,Denaturierung® angenommen wird, 
hat sich polarographisch mit unseren bisherigen Kenntnissen iiber 
diese Vorgiinge nicht bestitigen lassen. Wir stellten friiher die 


6) Diese Z. 262, 210 (1939). 
7) Diese Z. 272, 121 (1942). 
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Behauptung auf, da® Denaturierung nicht gleich ,,Denaturierung“ 
ist, und daB sich unter diesem allgemeinen Begriff sehr viele 


‘ verschiedenartige Reaktionsablaufe verbergen. Beim Gliadin 


konnten wir selbst nach Kochen (15 Minuten) gegeniiber einer 
Untersuchung bei Zimmertemperatur keinerlei Verinderung 
der Kurvenhéhe oder Kurvenform feststellen! Gliadin 
denaturiert nicht beim Erhitzen wie die tierischen EiweiBkoérper. 
Trotzdem laBt sich beweisen, daB es in der Lage ist, ahnlich 
mit einer Kurvenerhéhung zu reagieren wie die tierischen KiweiB- 
kérper, jedoch erst unter eingreifenden MaBnahmen, die die 
Hydrolyse einleiten. 

In Fig. 2 ist in Kurve 1 eine 0,02°/,ige Gliadinlésung 
(Endvolumen) bei Zimmertemperatur aufgezeichnet, die sich erst 
unter der Einwirkung von kochender n/10-HCl (Kurve 2) wahrend 
15 Minuten streckt. P verschiebt sich von 1,21—1,32, d.h. 
die zweite Proteinstufe erhéht sich sehr viel mehr als die erste, 

Auch fermentative Spaltungen mit Pepsinsalzsiure fihren 
zu einem ahnlichen Ergebnis. Kurve 3 entspricht einer Gliadin- 
lésung gleicher Konzentration in der Grundlésung ohne Pepsin- 
salzsiure. Kurve 4 zeigt die gleiche Lésung mit Pepsinsalzsiure 
bei 20° und Kurve 5 15 Minuten bei 40° erwdrmt. 

P steigt zuerst stark von 1,17 auf 1,57 an, um dann wieder 
auf 1,38 zuriickzugehen. Diese Verinderungen zeigen, daB auch 
bei der Kinwirkung der Pepsinsalzsiure sich zuerst die zweite 
Proteinstufe streckt und erst bei langerer EKinwirkungsdauer die 
erste Stufe nachfolgt. 

Diese Beobachtungen machen es offensichtlich, dab unter 
hydrolytischen Einfliissen zuerst der Cystinbestand des Eiweifes — 
gelockert und leichter polarographisch schreibbar wird, und dann 
erst die anderen Bindungen der Aminosiuren und Aminosaduren- 
komplexe nachfolgen. 

WasBrige Getreideschrotausziige. Weizenschrotausziige mit 
physiologischer Kochsalzlésung wurden in dbhnlichen Reihen wie 
Gliadin untersucht. Es fiel uns immer wieder auf, wie leicht 
und einwandfrei meist schon beim ersten Versuch sich diese Aus- 
ziige schreiben lieBen im Gegensatz zum Gliadin. Fig. 3 gibt 
eine Konzentrationsreihe wieder. Auch hier der gleiche Grund- 
kurventyp bei allen Konzentrationen wie beim Gliadin. Kein 
Kreuzungseffekt, kein P unter 1! Dieses steigt wie beim Gliadin 
mit steigender Konzentration langsam und stetig von 1,17 bis 
1,65- an. Wiederum steigt in der Konzentration auch die Reagi- 
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bilitat des KiweiBcystinbestandes fast linear, wihrend sich die 
erste Proteinstufe viel weniger schnell erhebt. 
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Fig. 3 


Es ist hierbei zu 


Versuchslisung 5 g Weizenschrot in 100 ccm 0,9°/,ige NaCl-Lésung, davon sind in 10 ccm Pufferlésung enthalten: 


P 
1,16 


muree a Ue COM... nc Bie Be 


1. 


4, Kurve = 0,9 ccm 


= 1,1 ccm 


$9 


beachten, daS die Kurven von Fig. 3 keine geometrische Kon- 
zentrationsreihe darstellt. 

Kin Roggenschrotauszug (5 g in 100 ccm 0,9°/,ige NaCl- 
Lésung) zeigt bei verschiedenen Konzentrationen 0,15 ccm und 
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0,20 ccm in 10 ccm Pufferliésung den gleichen Kurventyp. Werden 
diese 5 g Schrot ein zweites und drittes Mal mit 100 ccm physio- 
logischer Kochsalzlésung griindlich geschiittelt, abzentrifugiert, 
und das Zentrifugat polarographisch untersucht, so zeigen die 
Kurvenpaare mit 0,15 ccm und 0,30 ccm des zweiten, sowie mit 
0,25 ccm und 0,70 ccm des dritten Auszugs, daB die schreibbare 
EiweiBsubstanz leicht auswaschbar ist. 

Nach unseren bisherigen Untersuchungen geht bei der Dialyse 
der Schrotausziige gegen 0,9°/,ige Kochsalzlésung nichts in die 
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Fig. 4 


Versuchslésung 5 g Roggenschrot in 100 ccm 0,9 °/,iger NaCl-Liésung, 
davon sind in 10 ccm Pufferlésung enthalten: 


P 
Di ee os ik ka ae 1,20 
2%  , wes ,, +-290%, Marner... .: 12 
3. » mee -.,, +407, pi Es eg ee oo 1,19 


Dialysierfliissigkeit, das einer polarographischen Proteindoppel- 
stufe entspriiche. 


Schrotausziige und Harnstoff. Wird ein Roggenschrotauszug 
ihnlich wie beim tierischen Eiwei8 mit steigender Menge von 
Harnstoff versetzt, so tritt auch bei. pflanzlichen KiweiBkérpern 
eine deutliche Erniedrigung der Proteindoppelstufe auf (Fig. 4, 
Kurve 1—3). Mit zunehmendem Harnstoffzusatz erniedrigen sich 
beide Stufen der Proteindoppelstufe in fast gleichem MaBe wie P 
zeigt. Dieses schwankt nur zwischen 1,2 und 1,19. Die Er- 
niedrigung der pflanzlichen Proteindoppelstufe durch Harnstoff 
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ist jedoch eine vollig andere als die von tierischem Kiweif. In 
Tab. 2 sind die verschiedenen Quotienten gegeniibergestellt. 

















Tabelle 2 
ee Plasmalésung Schrotauszug 
-Harnstoff- 150/eem (Konzentration 
konzentration Endvolumen wie angegeben) 
Quotient P 
Kontrolle 1,14 1,2 
10 °/, 0,98 ae 
20 9), 0,925 1,2 
40°), 1,03 1,19 





Wahrend beim tierischen EiweiB unter dem Einflu8 des 
Harnstoffs von 10 und 20°/, Zusatz der Quotient P, der bei der 
Kontrolle itiber 1 war, unter 1 herabsinkt, und erst bei 40°/, 
Harnstoff wieder wenig tiber 1 liegt, bleibt P beim pflanzlichen 
Eiwei8 unter gleichen Bedingungen fast konstant. Daraus schlieBen 
wir, daB beim tierischen Kiwei8 besonders die Cystingruppen dem 
blockierenden EinfluB des Harnstofis unterliegen, wahrend es beim 
pflanzlichen EiweiB die gesamten polarographischen Wirkgruppen 
im Eiwei8 selbst sind. Also auch bei den Harnstoffversuchen 
zeigen sich zwischen den beiden Eiweifarten grundsitzliche 
Unterschiede. 

Wir werden noch andere pflanzliche EKiweiBkérper, vor allem 
das Glutenin, allein und mit Gliadin zusammen untersuchen und 


dann die ganze Teigfiihrung bis zum fertigen Brot polaro- 
graphisch verfolgen. 


- Besprechung der Ergebnisse 


Die verschiedenartigen Formen der Proteindoppelstufen von 
ganz verschiedenen EiweiBkorpern oder Eiwei8systemen, die unter 
dem EinfluB der Verdiinnung erhalten werden, zeigen Gesetz- 
maBigkeiten. Sie sind der Ausdruck fir konstitutionelle Ver- 
anderungen, die sich polarographisch durch die Reagierbarkeit 
verschiedener Systeme im Eiweifmolekil nachweisen lassen. Es 
wurde zur leichteren Deutung der Kurvenverinderungen der 
Quotient P eingefihrt. Er gibt das Verhiltnis von h,:h, der 
beiden Proteinstufen an, gemessen in mm von der Null-Linie 
aus. Der Kreuzungseffekt ist durch P ausgedriickt gleich 1. 
P kann gréBer und kleiner als 1 sein. Wir haben in einer 
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Arbeitshypothese angenommen, dab die Héhe von hk, der Aus- 
druck fiir die polarographische Reagierbarkeit des Cystinbestandes 
und die Héhe h, der Ausdruck fiir die Reagierbarkeit der Ver- 
bindung von Aminosduren, respektive Aminosiurekomplexen in 
spezifischem Verband des EiweiBmolekiils ist. Reagiert der 
Cystinanteil leichter als die anderen Bindungsgruppen, so ist P 
groBer als 1 und umgekehrt. Wir kénnen jetzt an dem Ver- 
halten von P diese Zusammenhinge direkt ablesen. 

Das pflanzliche EiweiB Gliadin ergibt auch die typische 
Proteindoppelstufe. Es verhilt sich jedoch bei Konzentrations- 
finderungen ganz anders als tierisches EKiweiB. Wahrend dieses 
eine groBe Labilitit in seinem konstitutionellen Aufbau zeigt 
(P ist einmal kleiner, dann wieder gréSer als 1), hat Ghadin 
eine viel gréBere Stabilitat unter gleichen Einfliissen. Bei allen 
bisherigen Versuchen sank P niemals unter 1, d.h. unter den 
Kreuzungseffekt ab. Die Beziehung des Cystins zu den spezi- 
fischen Molekiilbildungskomplexen des Ejiweifes scheint beim 
Gliadin weniger empfindlich und fester zu sein (Tab. 1) Und 
trotzdem gelingt es durch Kochen mit n/10-HCl oder Einwirkung 
von Pepsinsalzsiure, die beginnende Hydrolyse in der typischen 
Form der Kurvenstreckung (Fig. 2) zu erkennen, wahrend eine 
einfache Hitzedenaturierung polarographisch nicht nachweisbar 
war. Aus der Art, wie sich unter diesen Einfliissen P veradndert, 
kann man deutlich erkennen, ob und in welchem MaBe Cystin 
im Ejiweibverband ,,gelockert“ wird. Unter dem Begriff der De- 
naturierung scheinen sich sehr verschiedene noch ungeklarte KiweiB- 
reaktionen zu verbergen. 

Weizen- und Roggenschrotausziige mit 0,9°/,iger Kochsalz- 
lésung verhalten sich im Prinzip gleich wie Gliadin. Auch sie 
zeigen keinen Kreuzungseffekt. Da in diesen Ausziigen Kiweif- 
gemische vorliegen, kann vorerst noch nichts iiber die quantita- 
tiven Beziehungen gesagt werden. Es ist gut méglich, den Aus- 
wascheffekt des léslichen EiweiBes beim Schrot polarographisch 
einwandfrei und quantitativ zu verfolgen. Roggen- und Weizen- 
schrotausziige scheinen sich bisher nicht wesentlich voneinander 
zu unterscheiden. 

Harnstoff fiihrt bei den pflanzlichen EiweiBkérpern, ebenso 
wie bei den tierischen zu einer deutlichen Erniedrigung der 
Kurven in Abhangigkeit vom Harnstoffzusatz. Aber auch hier 
zeigt sich ebenso wie bei den Untersuchungen verschiedener Kon- 
zentration der prinzipielle Unterschied zwischen pflanzlichem und 
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tierischem Kiwei8, ausgedriickt durch die Tatsache, daB es nicht 
gelingt, P unter 1, also unter den Kreuzungseffekt herabzusetzen 
(Tab. 2 und Fig. 4). Auch dieses Verhalten ist ein Ausdruck fiir 
die gréBere innere Stabilitat der pflanzlichen EiweifSkorper. 


Zusammenfassung 
1. Die Einfiithrung des Quotienten P = far die Protein- 
1 


doppelstufe gestattet es, die Reagierbarkeit von Cystin und der 
Bindung der Aminosiuren, respektive Aminosiurekomplexe im 
EiweiB zahlenmifig auszudriicken. Der Kreuzungseffekt ist bei 
dieser Bezeichnungsweise gleich 1. P kann gréBer und kleiner 
als 1 sein. 

2. Gliadin gibt die typische Proteindoppelstufe, unterscheidet 
sich jedoch grundsi&tzlich von tierischen Eiweibkérpern. Es zeigt 
nicht deren Labilitét bei Untersuchungen verschiedener Konzen- 
trationen. Cystin ist im GesamteiweiBmolekiil fester verankert. 
Der Kreuzungseffekt wird niemals unterschritten. P ist stets 
gréBer als 1. 


3. Kine Hitzedenaturierung lieB sich beim Gliadin polaro- 
graphisch nicht nachweisen. 

4. Bei Hydrolyseversuchen mit n/10-HCl und Pepsinsalzsiure 
tritt eine typische Streckung der Proteindoppelstufe auf als Aus- 
druck der Lockerung des Gesamtmolekiilverbandes. 

5. Ausziige von Weizen- und Roggenschrot verhalten sich 
dem Gliadin ahnlich. | 

6. Mit Harnstoff tritt eine Depression der Proteindoppel- 
stufe ein, die sich jedoch grundsitzlich von der bei tierischen 
EKiweiBkérpern unterscheidet. Auch hierbei sinkt P nicht unter 1. 


7. Die Bedeutung dieser Arbeiten fiir die getreideverarbeitende 
Industrie wird erértert. 


Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft vielmals 
fiir die uns gewadhrte Unterstiitzung. 
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Uber Bacteriochlorophyll’) 
Von 


Hellmuth Mittenzwei 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. April 1942) 


Bacteriochlorophyl! ist dem Chlorophyll a der griinen Pflanzen 
sehr nahe verwandt. Unsere bisherigen Untersuchungen iiber 
Bacteriochlorophyll*) konnten den Beweis erbringen, daB die An- 
ordnung der Substituenten am Grundgeriist die gleiche ist wie 
bei Chlorophyll a nur mit dem Unterschied, daB sich im Bac- 
teriochlorophyll in 2-Stellung an Stelle der Vinylgruppe eine 
Acetylgruppe befindet. Das Grundgeriist des Bacteriochloro- 
phylls unterscheidet sich auBerdem von dem des Chlorophylls a 
durch zwei iiberzihlige Wasserstoffatome, deren Stellung bisher 
noch nicht endgiltig feststand. Diese sind noch lockerer gebunden 
als die in 7,8-Stellung, denn es tritt sehr leicht Dehydrierung ein, 
und man kommt dann nach Abspaltung des komplex gebundenen 
Magnesiums und Verseifung des Phytolesters in 7-Stellung zum 
2-Desvinyl-2-acetyl-phiophorbid a folgender Konstitution: 


COCH; «Cl 





COOH 


Diese Z. 253, 1 (1938). 
*) H. Fischer u. J. Hasenkamp, Liebigs Ann. 515, 148 (1935); 
H. Fischer, R. Lambrecht u. H. Mittenzwei, Diese Z. 253, 1 (1938). 
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Dieser Kérper, der seinem Ursprung gemiB auch als Dehydro- 
bacterio-phiiophorbid bezeichnet wird, konnte von H. Fischer, 
W. Lautsch und K.H. Lin?) teilsynthetisch aus Chlorophyll a 
dargestellt werden. ; nae 

2-Desvinyl-2-acetyl-phiiophorbid a bildete damit eine erste 
Briicke zwischen Chlorophyll a und Bacteriochlorophyll. Vervoll- 
stindigt wurde der Ubergang durch Reduktion der 2-Acetyl- 
gruppe des schwer zuginglichen .natiirlichen*?’) Dehydro-bacterio- 
phiophorbids mit Aluminium-isopropylat nach Meerwein und 
Schmidt’) zu ,,matiirlichem“ 2,«-Oxy-mesophaophorbid a, das mit 
dem ,,synthetischen“ Kérper aus Chlorin e, vollkommen iiberein- 
stimmte*) Die gleiche Reduktion gelang auch mit dem ent- 
sprechenden ,,natiirlichen“ 2-Acetylchlorin e,, so daB die 2,a-Oxy- 
kérper neben den Acetylderivaten eine weitere Briicke zwischen 
Bacteriochlorophyll und Chlorophyll a bilden. Es gelang ferner 
durch Wasserabspaltung im Hochvakuum, aus ,natiirlichem“ 2,a- 
Oxy-mesochlorin e, ,,natiirliches“ Chlorin e, darzustellen, das mit 
nativem Material in allen Eigenschaften identisch war. 








H,C—— C0 - CH, H,C==—CHOH - CH, H,C CH=CH, . 
eee gg mame 
Pgee Ss ANN AN\N/ 
H H H 
2-Acetyl- 2, w-Oxy-meso- 2-Vinyl- 


Damit war die Feinstruktur von Dehydro-bacterio-phaiophorbid 
und Chlorophyll a als iibereinstimmend bewiesen. 

Im Versuchsteil der vorliegenden Arbeit sind zu diesem 
Beweis noch einige Erginzungen angefiihrt. 


Das schon friiher®) durch Phytolbestimmung, Analyse und Siedepunkt 
charakterisierte Phytol aus Bacterio-phiophytin wurde nunmehr auch in 
Form des Silbersalzes der Phthalestersiiure mit Phytol aus Brennessel- 
material identifiziert. 

Auch das Oxim aus ,,natiirlichem‘ 2-Acetyl-chlorin e, weist Identitiit 
mit dem aus ,,synthetischem‘t Material auf. ,,Natiirliches“ 2-Acetyl-methyl- 
phiophorbid a konnte ferner der Methanolyse unterworfen werden, es ge- 
lang glatt die Aufspaltung zu 2-Acetyl-chlorin-e,-trimetylester, ein Beweis 





') Liebigs Ann. 534, 1 (1938). 

*) ,,Natiirlich’* hei8t hier immer aus nativem Bacteriochlorophyll ge- 
wonnenes Material, wihrend die Bezeichnung ,,synthetisch* fiir Kérper aus 
Chlorophyll a gilt. 

*) Liebigs Ann. 444, 221 (1935); vgl. auch J. prakt. Chem. 147, 211 (1936). 


*) H. Fischer, H. Mittenzwei u. D. B. Hevér, Liebigs Ann. 545, 
154 (1940). 


») Diese Z. 253, 36 (1938). 
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fiir das gleiche Verhalten nativer Phiophorbide mit den_,,natiirlichen“ 
Acetyl-phorbiden. 

Der RingschluB von 2-Acetyl-chlorin-e,-triester zu 2-Acetyl- 
methylphaophorbid a durch Erhitzen mit methylalkoholischem Kali 
in Pyridin war bereits mit ,,synthetischem“ Material durchgefihrt 
worden'); es besteht kein Zweifel, daB er auch mit ,natirlichem“ 
2-Acetylchlorin gelingen muB, doch wurde die Reaktion wegen 
des schwer zuginglichen Materials bisher nicht durchgefihrt. 

Wichtiger war der RingschluB mit Bacterio-chlorin e,-triester, 
da wegen der Labilitit der iiberzahligen Wasserstoffatome Schwierig- 
keiten zu erwarten waren. Der Versuch gelang, doch ist das er- 
haltene Bacterio-methylphiophorbid sehr schwer rein darzu- 
stellen. 





= A \ nb eer Zn \ 7A ST ace Aas -N ae 
IV | il; —> | III | 
1b owe. BHO : | | . HC Scaye * 
H,C | | ‘a = ; cece Bs ne at OH. 
H Hoy, | H,C0-C COOCH, | 
| | O 
COOCH, OOCH, O (Bacterio)- 
(Bacterio)-Chlorin-e,-trimethylester Methylphaophorbid a 


Von H. Fischer und A. Oestreicher’) wurde vor kurzem 


‘iiber eine neue Teilsynthese von Methylphiophorbid a, ausgehend 


von Chlorin e,-trimethylester, mit Natriummethylat in der Kalte 
berichtet. Diese unter mildesten Bedingungen durchgefiihrte 
Reaktion fiihrte auch bei Bacterio-chlorin e,-triester zur Resyn- 
these von Bacterio-methylphiophorbid, und zwar erhalt man, wie 
zu erwarten war, ein wesentlich reineres, sofort krystallisierendes 
Produkt. Die Ausbeute ist etwas geringer als mit der ersten 
Methode, doch kann nichtumgesetzies Material weitgehend zuriick- 
gewonnen werden. 

Die gleiche Teilsynthese mit Natriummethylat in der Kalte 
fiihrte auch bei ,,synthetischem“ und ,,natiirlichem“ 2-Acetyl- 
chlorin e,-triester zum Erfolg. Die erhaltenen 2-Acetyl-methy!- 
phiophorbide schmelzen beide bei 277—279” und geben im Misch- 
schmelzpunkt keine Depression, Der Schmelzpunkt des nach der 
friiheren Methode dargestellten ,,synthetischen* Phaophorbids war 
bisher 6—8° tiefer, so daB auf diesem Wege die bestehenden 
Unterschiede beseitigt werden konnten*). 





'!) H. Fischer, W. Lautsch u. K. H. Lin, Liebigs Ann, 534, 16 (1938). 
*) Liebigs Ann. 546, 49ff. (1940). 
3) Liebigs Ann. 534, 5 (1938). 
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Optische Aktivitat der ,,Bacterio“-Kérper war lange Zeit 
nicht nachweisbar, da infolge der intensiven Farbung dieser 
Kérper beim Arbeiten mit monochromatischem Licht (690—720 my) 
keine Drehung zu beobachten war. -AnlaBlich einer Arbeit tiber 
Rotationsdispersion und scheinbare Inaktivitét einiger Chloro- 
phyllderivate von F. Pruckner, A. Oestreicher und H. Fischer’) 
konnte mit weiBem Licht auch bei Kérpern der Bacteriochloro- 
phyllreihe optische Aktivitaét festgestellt werden. 

Die durch die starke Rotationsdispersion all dieser Koérper 
bedingte rasche Anderung der gemessenen Drehung mit der Farbe 
des austretenden Lichtes erlaubt es nun auch die friher auf- 
gefundenen Unterschiede in der Drehung der ,,synthetischen“ und 
,natiirlichen“ Acetylkérper zu erkliren. Das aus dem 10 cm- 
Rohr austretende Licht ist, obwohl hier keine Abweichung vom 
Lambert-Beerschen Gesetz vorliegt, so wie es wahrgenommen 
wird, in hohem Ma8 von der Konzentration und Schichtdicke 
abhingig. Daneben kénnen noch angesichts der schmalen Ab- 
sorptionsbanden dieser Kérper schon geringe Beimengungen eines 
anderen Stoffes durch Verschiebung der Gesamtabsorption eine 
relativ groBe Anderung der Rotation hervorrufen, wie es z. B. 
beim Bacterio-methylphaophorbid der Fall ist. Die spezifische 
Drehung des normalen krystallisierten Produktes betragt etwa 
— 340°, die des chromatographisch gereinigten — 870° und die 
des ringsynthetischen —1030°, Der Schmelzpunkt aller drei 
KG6rper liegt jedoch gleich bei 260—261° (vgl. Tabelle, S. 112)? 

Ob diese starken quantitativen Unterschiede in der optischen 
Aktivitat der gleichen Substanz durch inaktive Komponenten be- 
dingt sind, kann vorlaufig noch nicht entschieden werden, doch 
scheint sich als sicherstes Kriterium fiir die Reinheit eines Pri- 
parates, bzw. fiir die Identitat zweier Praparate die Messung der 
Drehung bei monochromatischem Licht von einer Wellenlinge 
unter 5600 AE zu erweisen >). 

Die unter Beriicksichtigung der Rotationsdispersion durch- 
gefiihrten neuen Messungen an ,,natiirlichen“ und ,,synthetischen“ 
2-Acetylkérpern ergaben nunmehr auch in der optischen Akti- 
vitat Ubereinstimmung, die bisher nicht vollkommen erschien 3 





1) Liebigs Ann. 546, 41 ff. (1940). 
*) Fri. Dr. Franziska Pruckner sei auch an dieser Stelle fiir die 
liebenswirdige Ausfiihrung der optischen Messungen bestens gedankt. 


*) Versuche in dieser Richtung werden hier von F. Pruckner derzeit 
ausgefiibrt und demniichst veréffentlicht. 


4) Diese Z. 253, 39 (1938). 
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Bacteriochlorophyll ist also auf Grund aller bisherigen Reak- 
tionen als ein Dihydro-2-acetyl-chlorophyll a zu bezeichnen. Es 
blieb nur die Frage iiber die Stellung der iiberzihligen Wasser- 
stoffatome im ,,Bacterio“-Geriist offen. 

Nach Festlegung der zwei Wasserstoffatome des Chlorophyll a- 
Geriistes in Kern IV (7,8-Stellung)') konnten fiir das Tetrahydro- 
porphin-Geriist des Bacteriochlorophylls noch die Kerne I, II 
und III in Betracht gezogen werden. Wie schon bei Chloro- 
phyll a und b muBte auch bei Bacteriochlorophyll die Totaloxy- 
dation Antwort auf diese Frage geben. 

Die Oxydation von Bacterio-chlorin e, ergab nun inter- 
essanterweise kein Methylithylmaleinimid. Da nach den bis- 
herigen Erfahrungen Kerne mit Acetylseitenketten und Pyrrolin- 
kerne oxydativ zerstért werden, war mit groBer Wahrscheinlich- 
keit die Hydrierung des Kernes II in 3,4-Stellung anzunehmen?’). 

Um diese Arbeitshypothese zum Beweis zu fiihren, muBte der 
EinfluB der 2-Acetylgruppe in 2-Stellung beseitigt werden. Ge- 
lang es, an deren Stelle z. B. die Vinyl- oder die Athylgruppe 
einzufiihren, so konnten saimtliche Ergebnisse der Oxydation oder 
anderer Reaktionen in direkten Vergleich mit denen der a-Reihe 
gesetzt und daraus zwingende Schliisse gezogen werden. 

Der Weg von der 2-Acetylgruppe zur 2-Vinylgruppe konnte 
nur iiber die 2-Oxiathylgruppe gehen (vgl. Formeln auf S. 94). 
Kine Umwandlung von 2-Acetylchlorin e,-trimethylester in die 
2,¢-Oxyverbindung durch katalytische Hydrierung des Zink- 
komplexsalzes ist von H. Fischer, W. Lautsch und K. H. Lin’) 
beschrieben worden. Die Reaktion war hier jedoch weniger ge- 
eignet, da sie nur mit ganz geringen Ausbeuten gelingt und die 
Darstellung von Komplexsalzen der Bacterioreihe erfordert. Diese 
bereiteten bisher groBe Schwierigkeiten wegen des schlechten 
Reaktionsvermégens der Bacterioderivate einerseits und der groBen 
Labilitat ihrer Komplexverbindungen andererseits. Erst in letzter 
Zeit konnten Methoden zu ihrer Reindarstellung aufgefunden 
werden, iiber die in Kiirze berichtet werden soll. 

Versuche, Bacterio-methylphaophorbid direkt katalytisch oder 
mit Tetralin-Palladium sowie Ameisensdure-Palladium zu hydrieren, 

1) H. Fischer u. H. Wenderoth, Liebigs Ann. 537, 170 (1939). 

2) H. Fischer u. H. Mittenzwei, veréffentlicht bei H. Fischer u. 


H. Wenderoth, a.a. O. Vgl. auch Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols 
11/2, 8. 309. 


5) Liebigs Ann. 534, 18 (1938). 
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miBlangen. Alle diese Methoden sind keineswegs spezifisch fir 
die Carbonylreduktion; Athylenverbindungen und andere leicht 
hydrierbare Gruppen werden dabei bevorzugt angegriffen. Leicht 
erfolgt bei Reoxydation Ubergang zu Porphyrinen, bei Bacterio- 
derivaten wurde auch Dehydrierung zum Phorbinsystem beob- 
achtet. 

Erst die Anwendung der Aluminium-isopropylat-Reduktion 
nach Meerwein und Schmidt?) fiihrte nach orientierenden Ver- 
suchen zu dem gewiinschten Erfolg. 

Vor Anwendung der Methode auf Bacteriochlorophyll-derivate 
muBten Versuche mit leichter zuginglichem Material und vor 
allem mit Kérpern von bekannter Konstitution unternommen 
werden. Uber die systematisch bei allen wichtigsten Chlorophyll a- 
und b- sowie 2-Acetyl-derivaten durchgefiihrten Versuche wurde 
bereits berichtet?). Sie brachten iiberraschende Erfolge und eine 
genaue Kenntnis des Anwendungsbereiches der Methode. 

Keto- und Aldehydgruppen des Chlorophyllmolekiils lieBen 
sich meist glatt mit Aluminium-isopropylat zu dem entsprechenden 
Alkohol reduzieren. Besonders wertvoll hat sich diese Methode, 
wie bereits erwahnt, bei der Reduktion von 2-Acetylgruppen er- 
wiesen. Folgende Ubergiinge wurden dadurch ermiglicht: 


Chlorphyli a ~~” Chlorin e, <—* 2,a-Oxy-chlorin e, ~—™ 2-Acetyl- 


Der Uberfiihrung von Bacterio-chlorin e, in Bacteriochloro- 
phyll stehen nur durch die Empfindlichkeit der Bacteriokomplex- 
salze praiparative Schwierigkeiten im Wege, prinzipiell miBte die 
Teilsynthese in vollkommener Analogie zur Chlorophyll a-Reihe 
gelingen. Es bleibt demnach nur der Ubergang von 2-Acetyl- 
derivaten in Bacterioderivate offen. 

Auch in dieser Hinsicht war die nun folgende Darstellung 
von Chlorophyll a-derivaten mit ,,Tetrahydroporphingeriist“ von 
besonderem Interesse. 

Ausgehend von Bacterio-methylphiophorbid konnte mit Alu- 
minium-isopropylat Bacterio-[2-desacetyl]-2,a-oxy -meso-methyl- 
phaophorbid erhalten werden. Die schon bei Chlorophyll a-deri- 
vaten beobachtete schlechte Krystallisationstendenz der 2,a-Oxy- 
kérper ist bei Bacterioderivaten noch wesentlich geringer. Trotz 


) a. a. O. 


*) H. Fischer, H. Mittenzwei u. D. B. Hevér, Liebigs Ann. 545, 
154—178 (1940). 
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miihevoller Versuche krystallisierte der Kérper bis jetzt. nicht. 
Durch Wasserabspaltung im Hochvakuum konnte jedoch die Uber- 
fihrung in Bacterio-[2-desacety]]-2-vinyl-methylphiophorbid wahr- 
scheinlich gemacht werden. 

Besser gelingt die Reduktion von Bacterio-chlorin e,-triester 
zu Bacterio-[2-desacetyl]-2,«-oxy-mesochlorin e,-triester. Die Aus- 
beute an nichtkrystallisiertem Rohprodukt ist meistens 100°/, ig. 
Auch dieser Kérper krystallisierte bisher nicht, lediglich mit 
Petrolither konnte aus absolutem Ather eine amorphe Fallung 
nach vorangegangener chromatographischer Reinigung erzielt 
werden. Dieses Produkt sintert bei 128° und spaltet bei weiterem 
Erhitzen bis etwa 200° Wasser ab. Zur Bestimmung des Spek- 
trums nicht krystallisierter Substanzen wurde immer nur chro- 
matographisch gereinigtes Material verwendet. Durch Hydrierung 
der 2-Acetylgruppe geht der ,,Bacterio“-Spektraltyp nicht ver- 
loren, es tritt lediglich eine Blauverschiebung von etwa 10—20 mu 
bei den «-Oxyderivaten ein, die bei Darstellung der Vinylkérper 
wieder etwas zuriickgeht. 

Versuche, ein krystallisiertes Acetylderivat von Bacterio- 
2,a-oxy-chlorin e, zu erhalten, miBlangen ebenfalls, doch konnte 
auf andere Weise die Konstitution sichergestellt werden. Unter 
gewissen Bedingungen lassen sich auch Bacterio-2,-oxy-derivate 
ohne Schidigung der Bacteriostruktur mit Kaliumpermanganat 
in Pyridin zu Bacterio-[acetyl]-derivaten zuriickoxydieren, eine 
Methode, welche friiher zur Synthese von Acetylchlorin e, heran- 
gezogen wurde. Der so erhaltene Bacterio-chlorin e,-triester 
unterscheidet sich in nichts vom nativen Material, ein Beweis, 
da8 auBer Hydrierung der Acetylgruppe bei der Reduktion mit 
Aluminium-isopropylat kein weiterer Eingriff im _ ,,Bacterio“- 
Molekiil stattgefunden hat. 

Wie in der Chlorophyll a-Reihe gelang auch bei Bacterio- 
2,a-oxy-chlorin die Wasserabspaltung im Hochvakuum zu Bac- 
terio-[2-desacetyl]|-2-vinyl-chlorin e,-triester. Interessanterweise 
werden dabei die labilen iiberzihligen Wasserstoffatome im wesent- 
lichen intakt gelassen, nur in geringer Menge lassen sich bei der 
Aufarbeitung Chlorin e, und 2,¢-Oxy-chlorin e, fassen. Nach 
chromatographischer Reinigung der Hauptfraktion: erhalt man 
Bacterio-2-vinyl-chlorin e,-trimethylester aus Methanol in groben 
krystallinen Aggregaten vom Schmelzp. 240—241°. 

Bacterio-2-vinyl-chlorin lieB sich, wenn auch nicht quanti- 
tativ, katalytisch zu Bacterio-2-athyl-chlorin e, hydrieren; auch 
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' die D.E.E.-Anlagerung gelingt, wie spektroskopisch nachgewiesen 
werden konnte. Doch zeigten sich hier wieder die Labilitat und 
die schlechte Reaktionsfahigkeit der Bacterioderivate, weder die 
Anlagerung noch die Hydrierung gelangen bisher quantitativ ohne 
Zerstérung des Molekiils (Naheres vgl. Versuchsteil 8S. 118). 

Der eindeutige Nachweis der Vinylgruppe konnte durch 
Dehydrierung mit Chinon erbracht werden. In saurer Lésung 
bildet sich hierbei fast quantitativ Chlorin e,, ein neuer, eleganter 
Ubergang von der Bacterioreihe in die Chlorophyll a-Reihe. Die 
Chinondehydrierung ist auch bei anderen Bacteriokérpern an Kin- 
fachkeit, milder Reaktionsweise und Ausbeute der frither angewen- 
deten Dehydrierung mit Schwefelsiure—Sauerstoff weit iiberlegen. 

Mit Bacterio-[2-desacetyl]-2-vinyl-chlorin e,-trimethylester ist 
die Grundsubstanz einer neuen Kérperklasse mit Tetrahydro- 
porphinkern und einer dem Chlorophyll a gleichen Anordnung der 
Seitenketten dargestellt worden. Fiir Versuche zur Darstellung 
des Tetrahydroporphingeriistes besteht nun die Méglichkeit, von 
den Chlorophyll a-derivaten selbst auszugehen, gleichgiiltig ob 
von den Phorbiden (z. B. Mesophaophorbid a) oder den Porphy- 
rinen (z. B. Phaoporphyrin a,), ohne die schwerer zuganglichen 
2-Acetylkérper intermediar darstellen zu miissen, welche aufer- 
dem auch in der Acetylgruppe selbst Angriffsméglichkeiten fiir 
unerwiinschte Sekundarhydrierungen liefern. Solche Hydrierungs- 
versuche mit einschlagigen Phorbiden und Chlorinen zwecks Uber- 
fiihrung in ,,Bacterio“-Kérper sind im Gange. | 

Wie bereits erwihnt, ergab die Oxydation von Bacterio- 
chlorin e, sowie auch von Bacterio-methylphaophorbid mit Chrom- 
siure—Schwefelsiure in der basischen Fraktion kein Methylathyl- 
maleinimid, sondern nur geringe Mengen eines farblosen Ols 
(vgl. S. 97). 

Da das Verhalten der 2-Acetylkérper bei der Oxydation 
noch unbekannt war, muBte eine Sekundirreaktion, welche viel- 
leicht das Methylithylmaleinimid der Beobachtung entziehen lieB, 
in Erwagung gezogen werden. Da8 dies nicht der Fall ist, konnte 
durch Oxydation von Bacterio-[2-desacetyl]-2-vinyl-chlorin e,-tri- 
methylester bewiesen werden; auch hier war kein Methylathyl- 
maleinimid zu beobachten, es konnte lediglich das gleiche dlige 
Produkt aus der basischen Fraktion isoliert werden. Dazu kam, 

daB die Oxydation von 2-Acetyl-chlorin e,-trimethylester doch zu 
Methylathylmaleinimid fihrte, und zwar sowohl bei ,,analytischem“ 
als auch bei ,,synthetischem“ Material. 
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Kine Erklarung dieser Befunde war nur mdglich durch die An- 
nahme der iiberzihligen Wasserstoffatome des ,,Bacterio“-Geriistes 
in Kern II, dies um so mehr, als ein Oxydationsversuch von 
Bacterio-[2-desacetyl]-2-ithyl-chlorin e,-trimethylester Methylathyl- 
maleinimid ergab, das in diesem Fall nur aus Kern I stammen konnte. 

Oxydative Spaltprodukte aus Kern III konnten bei keinem 
Versuch eindeutig nachgewiesen werden. Citraconimid (Methyl- 
maleinimid) entsteht nach bisherigen Erfahrungen auch nur dann, 
wenn die 6-Stellung des Kernes III nicht substituiert ist. 

Kin Uberblick iiber die bisherigen Versuchsergebnisse der 
oxydativen Spaltung gibt Tab. I. Die Spaltprodukte sind dort den 
entsprechenden Kernen (I, If oder IV) zugeordnet, aus denen sie, 
je nach Verbindung, entstanden sind. Uber die quantitativen Ver- 
hiltnisse unterrichtet Tab. II auf S. 120. 












































Tabelle I 
: Basische Fraktion | Saure Fraktion 
__ keystallisiert élig lig 
Aus: PE REET ‘ 
Methyliithyl- c Methyl-«’-ithyl- abi. 
a ES bernsteinsiure- Himotricarbonsiureimid 
| anhydrid (?) ——— 
H H . 7 
| | 
H,C-C——-C-C,H, |H,C-C——_C-C,H, |H,C- b__& CH,CH,COOH 
O=C C=0 O=C =Q ok ’ O 
oe 2 NAH 
NH O 
Chiorin er eee Il -- IV 
Meso- (2-athyl)- 
chlorine, . . II und I — IV 
2-Acetyl-chlorin e, 
,natiirlich’ .. il = IV 
dgl. ,,synthetisch“ Il — IV 
Bacterio-chlorin e, — Il IV 
Bacterio-methyl- 
phiophorbid. . — II IV 
Bacterio-2-vinyl- 
chlorine, . . . -- II IV 
Bacterio-2-athyl- 
chlorine, . . . I II IV 











Den wichtigsten Beweis fiir die Lage der tiberzihligen Wasser- 
stoffatome im Kern II lieferte die optische Untersuchung des 
basischen Spaltproduktes der ,,Bacterio“-Derivate. Vor und nach 
der Reinigung durch Sublimation drehte das 01 stark nach rechts, 
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wie aus Tab. III zu ersehen ist. Optische Aktivitat kann in diesem 
Falle nur ein Derivat der a-Methyl-a’-athyl-bernsteinsiure besitzen, 
das heiBt, die zwei Wasserstoffatome in a@,a’-Stellung miissen 
schon im Ausgangsmaterial vorhanden gewesen sein. 

Identifizierungsreaktionen, spezifische Drehung und Analyse 
auf Stickstoff machen die Annahme wabhrscheinlich, daB es sich 
um das Anhydrid der d-a«-Methyl-a’-athyl-bernsteinsaiure handelt, 
in Einklang mit den kirzlich erhobenen Befunden von E. Berner 
und R. Leonardsen}), welche u.a. das rechtsdrehende Anhydrid 
der niedrig schmelzenden «-Methyl-a’-aithyl-bernsteinsaure (Siede- 
punkt,, = 114—115°) ermittelten.. Die spezifische Drehung der 
waBrigen Lésung ((@]'° = + 62,02°) stimmt auch unter Beriick- 
sichtigung der Versuchsbedingungen und ihrer Fehlergrenzen mit 
der des basischen Spaltproduktes ({@|? ~+4 10°) iiberein (vgl. 
Versuchsteil S. 121). 

Die saure Fraktion ergab bei allen Oxydationen der Chloro- 
phyll a-, 2-Acetyl- oder Bacterioreihe iibereinstimmend ein nach 
links drehendes farbloses 01 (Tab. 1), welches nach neueren Unter- 
suchungen?) aktives Hamotricarbonsiureimid darstellt, ein Beweis 
fir die Gleichheit des Kernes IV bei allen Derivaten der Chloro- 
phyll- und Bacterio-chlorophyll-Reihe. 

Darch diese Untersuchungen ist nunmehr der Sitz der vier 
Wasserstoffatome im Bacteriochlorophyll-Geriist im Kern II und IV 
in 3,4- bzw. 7,8-Stellung bewiesen, so da8 fiir Bacterio-phiophorbid 
folgende Formulierungen vorgeschlagen werden kénnen: 


COCH3 CH3 COCH3 CH3 





II Bacterio-phiophorbid III 


') Liebigs Ann. 538, 1 ff. (1939). 
*) H. Fischer u. H. Wenderoth, Liebigs Ann. 545, 140—147 (1940). 


a sl 4 Nas UMN ARTE ORS Gao Ro Re ae 191 Se BAN Pi 2b aay a 
wos bi ee . . 





sah ak MA a RR? 





eae neta dL cas el SS tai SOE nw, 


hy Raed Pe 


29 jake PF ks RRR iad ens as abe ke hide} | aa bl huge P 


Uber Bacteriochlorophyll 103 


Werden im Bacteriosystem die beiden Wasserstoffatome in 
3 4-Stellung durch Dehydrierung entfernt, so entstehen die 2-Acetyl- 
kérper der Chlorophyll a-Reihe. Bei Aufrechterhaltung der dafiir 
vorgesehenen Formulierung I (S. 93) miBte auBer der Bildung 
einer neuen Doppelbindung eine Verlagerung der iibrigen C—C- 
Bindungen im inneren Ringsystem stattfinden. 

Der Pyrrolinkern II bei Formel II oder III zeigt im Modell?) 
jedoch keine Spannungen auf, so daB die, besonders bei Komplex- 
salzen, leicht stattfindende Dehydrierung in 3,4-Stellung unter 
Verlagerung simtlicher Doppelbindungen energetisch keine Stiitze 
findet. Es ist eher anzunehmen, daB auch fir Chlorophyll a- 
derivate die in Formel II bzw. III wiedergegebene Reihenfolge 
der Doppelbindungen vorhanden ist, eine Annahme, die bereits 
von uns neben der Formulierung I in Betracht gezogen war’) 
und auch den Deutungen der spektroskopischen Beobachtungen 
von A.Stern und Mitarbeitern*) Rechnung trigt, denen zufolge 
zwei Imingruppen des Phorbinsystems transversal stehen miiBten. 
Da diese Forderung bis jetzt allerdings nur fiir das Perphin- 
system nachgewiesen wurde und ein strenger Beweis fir die 
zwingende Analogie zwischen Porphin- und Phorbinsystem nicht 
besteht, ist Formel IV, bei der die zwei Iminwasserstoffe an be- 
nachbarten Stickstoffatomen angenommen werden, ebenfalls in 
Betracht zu ziehen. Sie entspricht Formel I, nur sind KernI und II 
in ihrer Anordnung der Doppelbindungen vertauscht. 


COCH3 CH3 





HC 
N 
HCd = 
S— V 
43C | 
My 
Ch H 
be 
COOH 


IV Bacterio-phiophorbid 





') Modellbaukasten nach Dr. W. Siedel. 

*) Liebigs Ann. 537, 170 (1939). 

*) Vgl. Fischer-Orth, Die Chemie des Pyrrols II/1, S. 579 ff. und 
I1/2, S. 338 ff. 
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Der gegen die Formeln II, III und IV bestehende Kinwand, 
daB die Doppelbindung im isocyclischen Ring bei der Konstruk- 
tion des Modells starke Spannungsverhiltnisse hervorruft'), wurde 
erneut iiberprift. Es zeigt sich, daB im isocyclischen Ring 
Spannungen auftreten, die eine geringe Verzerrung des inneren 
16 atomigen Ringes hervorrufen, und zwar sowohl im Phiaophor- 
bid a als auch im Bacterio-phiophorbidsystem. Legt man eine 


zweite Doppelbindung zwischen ©, und C,,, wie es experimentell | 


bei der braunen Phase der Fall ist, so bleibt die Spannung er- 
halten, erst bei der dann folgenden Ringsprengung zum Chlorin- 


typ verschwindet die Spannung im 16-Ring, und es treten wieder 
normale Verhiltnisse auf. 


Diese im Modell auftretenden Spannungsverhiltnisse kénnen 
jedoch behoben werden, wenn man dem Bacterio-System eine 
Anordnung. der Doppelbindungen zugrunde legt, wie sie von 
F¥.Endermann?’) fir die ,makrocyclischen Farbstoffe“, zu welchen 
Phthalocyanine, Tetrabenzoporphine, Imidoporphyrine, Porphyrine, 
Chlorine und Phorbide zu rechnen sind, zur Diskussion ge- 
stellt wird. 


An Hand der Atomabstinde, die man bei der Auswertung 
des Schichtliniendiagramms der Elektronendichte am Phthalocyanin 
und dessen Komplexsalz*) festgestellt hatte, stellte F. Endermann 
fir diese Farbstoffklasse, unter Beriicksichtigung der neueren An- 


schauungen iiber Klektronenmesomerie in organischen Molekiilen ‘’), 
die Formeln V bzw. VI auf. 


CPi) oe CP 
N 

af a Np — = einsames af 
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V_ Phthalocyanin VI Phthalocyanin-Cu-Komplexsalz 





') Liebigs Ann. 537, 174 (1939). 

*) Z. physik. Chem. (A) 190, 158 ff. bzw. 169 (1942). 

3) J. M. Robertson, J. chem. Soe. London, 1935, 615; 1936, 1195. 
R. P. Linstead u. J. M. Robertson, J. chem. Soc. London, 1936, 1736. 


*) Eugen Miiller, Neuere Anschauungen der Organischen Chemie, 
Julius Springer, Berlin 1940, S. 82 ff. 
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Last man die vier angegliederten Benzolkerne weg und er- 
setzt man die N-Briicken durch Methingruppen, so hat man das 
zur Diskussion gestellte Grundgeriist des Porphins vor sich (VII): 





VIL Porphin-Geriist VIII Bacterio- phorhin- Geriist 


Denkt man sich nun die Doppelbindung zwischen C-Atom 7 
und 8 hydriert, so erhalt man ohne Verlagerung der ibrigen 
Doppelbindungen das Chlorinsystem; wird auch die Doppelbindung 
zwischen C-Atom 3 und 4 hydriert, so liegt das Bacteriosystem 
vor (Formel VIII). Der isocyclische Ring mit den C-Atomen 9 
und 10 l&4B8t sich ohne weiteres angliedern, er ist bei der Kon- 
struktion des Modells spannungsfrei, da er keine Doppelbindungen 
enthialt. 3 

Die in vorliegender Arbeit erbrachten chemischen Beweise 
bestatigen die Lage der gegeniiber dem Porphin-Geriist tiberzih- 
ligen Wasserstoffatome des Phorbin-Geriistes am Kern IV in 7,8- 
Stellung und legen fiir das Bacterio-phorbid- System die Wasser- 
stoffatome am Kern IV und II in 7,8- und 3,4-Stellung fest. 

Fiir die Lage der Doppelbindungen im Geriistsystem hat 
daher Formel VIII groBe Wahrscheinlichkeit fiir sich, da sie alle 
Reaktionen sowohl der Porphyrine, der Chlorophyll a- und b- 
Derivate als auch der Bacterio-chlorophyll-Derivate deuten kann, 
ohne, wie friiher, Umlagerung der Bindungen annehmen zu miissen. 
Der innere 16 atomige Ring, der als Haupttrager der Absorption 
und Fluorescenz schon éfters angesehen wurde, wird in seiner 
Grundstruktur iiberhaupt nicht berihrt. Die aus dieser Formu- 
lierung sich ergebenden spektroskopischen und experimentellen 
Folgerungen werden jedoch nicht ganz erfillt. 


Vom Standpunkt der Spektroskopie aus wurde die Grundform VII, 
und zwar in der Form wie sie von E. A. Hanson’) angegeben wird, von 
F. Pruckner’) neben anderen zur Diskussion gestellt, da sie die Forderung 





1) Rec. Trav. Bot. neerl. 36, 1 (1940). 
2) Z, physik. Chem. (A) 187, 270 (1940). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 
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nach hoher Symmetrie des inneren 16 atomigen Ringes gut erfiillt. Die da- 
gegen vom chemischen Standpunkt aus erhobenen Bedenken wegen Fehlens 
der zwei Iminwasserstoffe kénnen durch die Formulierung nach F. Ender- 
mann als erledigt angesehen werden. 

Im Widerspruch zu der neuen Formel steht jedoch die Ansicht von 
F. Pruckner’), nach der der Symmetriegrad des Chlorins gréBer sein miiBte 
als der des Porphins. Dies wird dort aus den Erfakrungen bei den Spektren 
der Imidoporphyrine gefordert, bei denen die symmetrischen Kérper eine 
wesentlich héhere Rotbande aufweisen als die unsymmetrischen und dem- 
entsprechend die hohe Rotbande der Chlorine einem héheren Symmetriegrad 
zugeordnet wird. Auch miiBte die Symmetrie beim Ubergang vom Chlorin- 
typ zum Bacteriochlorintyp erhéht werden, indessen haben die Spektren 
der Kérper der Bacterioreihe Rotbanden von geringerer und héchstens 
gleicher Intensitit wie die der Chlorine. 

Auch vergleichende spektroskopische Beobachtungen in der Chlorophyll 
a- und b-Reihe sprechen nicht fiir einen Ausgleich zwischen den Doppel- 
bindungen, wie sie nach Formel VIII zu erwarten wire. Die 2-Formyl- 
KG6rper der a-Reihe erwiesen sich spektroskopisch fundamental verschieden 
von den K6rpern der b-Reihe, bei denen der Formylrest in 3-Stellung sitzt). 
Desgleichen diirfte ein spektroskopischer Unterschied zwischen Chlorin 
(Wasserstoffatome in 7,8) und ,,Iso‘-chlorin (Wasserstoffatome in 3,4) nicht 
auftreten. In diesem Zusammenhang wird es von gré8tem Interesse sein, 
das Spektrum des im Versuchsteil, S. 108 erwéhnten vermutlichen ,,Iso‘- 
chlorins zu untersuchen, wenn dieser Korper endgiiltig als solches identifi- 
ziert und im reinsten Zustand vorliegt. 


Aus den experimentellen Erfahrungen bei den Bacteriokérpern 
ergibt sich noch ein weiteres Argument gegen Formulierung VIII. 
Wie eingangs erwdhnt, sind die Wasserstoffatome der Bacterio- 
derivate in Kern II noch lockerer gebunden als die in Kern IV. 
Bei fast allen Reaktionen treten als Nebenprodukte 3,4-Dehydro- 
kérper auf, ganz besonders werden diese Wasserstoffatome durch 
Einfihrung komplexgebundener Metalle aktiviert. Die symmetri- 
schen Verhiltnisse der Kerne II und IV bei Formel VIII kénnen 
jedoch diesen Unterschied nicht erkliren, es sei denn, daB dies 
durch die verschiedenen Substituenten (2 Alkylgruppen am Kern II, 
1 Alkyl- und 1 Propionsiuregruppe am Kern IV) bedingt ist. 

Die Auffassung der Metallkomplexsalze, bei Annahme der 
Formel VII als Metallatom-Komplexverbindungen, steht jedoch 
in gutem Einklang mit dem iibrigen Verhalten dieser Kérper®), 





1) Z. physik. Chem. (A) 190, 102 ff. (1942). 

*) H. Fischer u. H. Walter, Liebigs Ann. 549, 56 ff. (1941). 
’) F. Endermann, Z. physik. Chem. (A), 190, 169 (1942). Dabei bleibt 
noch fraglich, ob sich Atomabstiinde und Symmetrieverhiltnisse des Mole- 
kiils beim Ubergang in die metallfreie Verbindung nicht andern kénnen, 
und ob alle die Uberlegungen, die in erster Linie fiir das Komplexsalz 
gelten, auf die freie Verbindung unmodifiziert iibertragen werden kénnen. 
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so da8 dem Bacteriochlorophyll folgende Formulierung zukommen 


wirde: 





COO- Phyty! 
IX Bacteriochlorophyll 


unter der Voraussetzung, daB beim Ubergang von Bacteriochloro- 
phyll in Bacterio-phaophytin keine sekundiare Konstitutionsinderung 
eintritt, eine Frage, welche nur durch die Resynthese des Bacterio- 
chlorophylls beantwortet werden kann, wortiber demnachst berichtet 
werden soll. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft) danken wir auch an dieser Stelle bestens 
fir die zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Versuche 


Darstellung von Bacterio-chlorin aus Bacterio-phaophytin. Bei 
der friiher beschriebenen Methode’) entsteht immer als Nebenprodukt durch 
Dehydrierung 2-Acetylchlorin. Ist der Anfall vom Dehydrokérper nicht er- 
wiinscht, fiihrt folgende Methode zum Ziel: 

2g reinstes Bacterio-phiophytin werden in einem 400—500 ccm-Kolben 
mit 12—15cem 20°/,iger methylalkoholischer Kalilauge versetzt und am 
siedenden Wasserbad unter Riickflu8 erhitzt. Nach etwa 3 Minuten wird 
langsam absoluter Methylalkohol tropfenweise zugesetzt, bis unter dauern- 
dem Sieden die ganze Reaktionsmasse mit tiefgriiner Farbe in Lésung ge- 
gangen ist. Dazu werden 150—200 ccm Methylalkohol benétigt. Nach 
10 Minuten soll die Verseifung beendet sein, der Reaktionskolben wird mit 
kaltem, destilliertem Wasser aufgefiillt und die erhaltene waBrige Chlorin- 
lésung sofort einige Male mit je 2 Liter Ather ausgeschiittelt, bis alles Phytol 
extrahiert ist. Die phytolfreie Lésung wird nunmebr portionsweise durch 
vorsichtiges Ansiuern mit 0,5°/,iger Salzsiure in 4 Liter frischen Ather ge- 
trieben. Dabei muf lange und kriftig geschiittelt werden. Das schwach 
saure Abwasser enthi&lt noch Bacteriochlorin und soll daher erneut mit 





1) Diese Z. 253, 38 (1938). 
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frischem Ather durchgeschiittelt werden, bis die wiSrige Lésung vollkommen 
klar und farblos ist. Die gesammelten itherischen Lésungen werden neutral 
gewaschen und auf 4 Liter eingeengt. Diese Lésung wird mit Salzsiiure 
fraktioniert, und zwar entzieht 10—12°/,ige Salzsiiure Spuren von Acetyl- 
kérper, 16—18°/,ige Salzsiure den Hauptkérper, Bacterio-chlorin e,. Das 
Uberfiihren in Ather erfolgt wieder am besten stufenweise wie oben. Zu- 
letzt wird neutral gewaschen, mit Diazomethan verestert und eingeengt. 
Bacterio-chlorin e,-triester krystallisiert sofort in schénen Nadeln vom 
Schmelzp. 207° aus). Die Ausbeute liegt zwischen 50 und 90°/, d.Th. je 
nach Reinheit des verwendeten Bacterio-phéophytins. 


Phytol aus Bacterio-phaophytin. Das Phytol aus Bacterio-phiéophytin 
konnte bereits durch Phytolbestimmung, Analyse und Siedepunkt charakte- 
risiert, und seine Identitét mit Phytol aus Brennesselmaterial sichergestellt 
werden’). Zur weiteren Charakterisierung diente das 


Silbersalz der Phthalestersadure’). 1 g¢ Phytol wird mit 1g Phthal- 
siureanhydrid in 5 cem Benzol 4 Stunden am Wasserbad erwirmt. Nach 
Abdestillieren des Benzols und Zugabe von 10ccm Ather wird vom Anhydrid 
abgesaugt, die Phthalestersiure in mehr Ather aufgenommen und zur Ent- 
fernung der Phthalsiure mehrfach mit n/2-Natriumcarbonatlésung aus- 
geschiittelt. Nach Waschen mit Wasser und Ansiuern mit verdiinnter 
Schwefelsiiure wird die Estersiure vorsichtig gewaschen, getrocknet und 
nach Verdampfen des Athers in 10 cem Methanol aufgenommen. Diese 
Lésung wird mit methylalkoholischer Kalilauge genau neutralisiert und mit 
alkoholischem Silbernitrat fraktioniert gefillt. Von den zuerst sich ab- 
scheidenden Schmieren wird abdekantiert, zuletzt fillt das Silbersalz in 
reinen, wei8en Flocken aus. Nach 3 maligem Umfillen aus Benzol—Methanol 
zeigt das Silbersalz von Phytol aus Brennesselphiophytin den Schmelzp. 119°, 
das aus Bacterio-phiophytin ebenfalls 119°. Der Mischschmelzpunkt zeigte 
keine Depression. 

Uber ein vermutliches ,,Bacterio“-porphyrin oder ,,Iso“-2-acetyl- 
chlorin. Langere Zeit angesammelte Mutterlaugen und Fraktionierungs- 
riickstinde von Bacterio-chlorin e,-triester (in einem Gemisch von Ather- 
Aceton—Methanol) wurden zur Trockne eingedampft, in Aceton gelést und 
iiber eine mittelaktive Al,O,-Saiule chromatographiert. Entwickelt wurde mit 
reinem Ather. Bacterio-chlorin verschiebt sich dabei in den unteren Teil 
der Siiule und tropft ab, oben entwickelt sich eine scharf umgrenzte griine 
Zone, welche mit Ather-Methanol leicht eluiert werden kann. Die Lésung 
des isolierten Farbstoffes ist tief blaugriin gefiirbt und zeigt starke Rot- 
fluorescenz. Spektrum in Ather: 


I. 673,4—636,4; Il. 611,2—596,6; I. 570,5—556,8; IV. 536,6—517,9; 


654,9 603,9 566,6 527,2 
End.-Abs.: 480. 


Reihenfolge der Intensititen: I, II, IV, OL 

















) Saimtliche hier angegebenen Schmelzpunkte wurden unter dem Mikro- 
skop bestimmt. 


*) Diese Z. 235, 38 (1938). 
*) Vgl. F.G. Fischer u. K. Léwenberg, Liebigs Ann. 475, 197 (1929). 
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Das Spektrum ist porphyrinartig, zeigt jedoch die starke Rotbande 
des Chlorintyps. Die qualitative Messung der optischen Aktivitit ergab in 
stirkeren Konzentrationen (also nur bei roter Durchsicht) schwache Links- 
drehung, in sehr verdiinnter Lésung starke Rechtsdrehung bei griiner Durch- 
sicht. Dieses Verhalten entspricht dem der Chlorine’). 

Nach mehrwéchigem Stehen in Ather-Methanol krystallisierte der 
Kérper in zu Bischeln vereinigten, spieBigen, dunkelblauen Nadeln vom 
Schmelzp. 308—310° (unter Zers.) aus. Da nur wenige Milligramm zur Ver- 
fiigung standen, konnte bisher keine Analyse durchgefiihrt werden. Die 
HCl-Extraktionszahl dieses Kérpers ist etwa 15. Der Jodwasserstoffabbau 
in der Warme fiihrt zu Oxochloroporphyrin, das. spektroskopisch identifiziert 
wurde. Liaift man den Jodwasserstoff jedoch nur wenige Sekunden ein- 
wirken, so entsteht ein Chlorin, dessen Spektrum mit dem von 2-Acety]l- 
ehlorin iibereinstimmt. 

Auf Grund dieser Befunde handelt es sich vielleicht um ein in 7,8 
dehydriertes Bacterio-chlorin, also um ein ,,Iso“-2-acetylehlorin bzw. defini- 
tionsgemi8 um ein ,,Bacterio‘-chloroporphyrin. 

Versuche zur Darstellung dieses K6rpers z.B. durch Oxydation von 
Bacterio-chlorin mit verschiedenen Oxydationsmitteln und in verschiedenen 
Medien, schlugen bisher fehl. Die Versuche gehen jedoch weiter. 

Wenn der Jodwasserstoffabbau dieses Kérpers zu Oxoporphyrin tat- 
sichlich iiber 2-Acetyl-chlorin als Zwischenprodukt fiihren sollte, so ist die 
Tatsache bemerkenswert, da8 die Lésung dieses Chlorins in Aceton optisch 
aktiv ist, und zwar betrigt [a],, etwa —1000°. (Die Konzentration von 
4,0 mg/100 cem Aceton wurde colorimetrisch und spektroskopisch ermittelt, 
da das Chlorin nur in Lésung vorlag; « = — 0,04°). Die hypothetische Ver- 





schiebung der zwei Wasserstoffatome vom Kern II zu Kern IV wiirde dem- | 


nach zu einem optischen Antipoden des ,,natiirlichen“ oder »synthetischen“ 
2-Acetyl-chlorins fiihren, da die spezifische Drehung dieser Kérper bei an- 
nihernd gleicher Konzentration etwa + 1200° betrigt (vgl. Tab. II, S. 112). 

Die bei der Darstellung von Bacterio-2-vinylchlorin e, anfallende Salz- 
sdurefraktion 10—12, enthilt hauptsichlich ,,natiirliches‘ Chlorine,. Im 
Chromatogramm (schwach aktives Aluminiumoxyd, Ather) tritt jedoch eben- 
falls, diesmal als unterste Zone in minimaler Menge ein tiefblau gefirbter 
K6rper auf, dessen ditherische Lésung ein nahezu mit dem vorhergehenden 
- ,,[so“-2-acetylchlorin identisches Spektrum aufweist und nur etwas nach 
Blau verschoben ist. Beim Versuch, diese Fraktion nochmals iiber etwas 
aktiveres Aluminiumoxyd zu reinigen, blieb der Kérper total am Aluminium- 
oxyd haften und war nur mit 20°/,iger Salzsiure teilweise eluierbar. Nach 
Wiedereinfiihrung in Ather konnten spektroskopisch Chlorine, und Chloro- 
porphyrin e, festgestellt werden. Es handelt sich hier offenbar um ein 
,,Bacterio-2-vinylporphyrin bzw. ,,[so“-chlorin. 


Zur Reindarstellung von Bacterio-methylphaophorbid. Der aus 
Bacteriophiophytin nach H. Fischer und J. Hasenkamp dargestellte Ester’) 
ist zwar meist krystallisiert, enthalt jedoch Einschliisse von Salzsiure und 
Spuren von Schwefel. Extraktion aus der Hiilse fiihrt daher nur schwer 





) Vgl. F. Pruckner, A. Oestreicher u. H. Fischer, Liebigs Ann. 546, 
46 (1940). Be 
*) Liebigs Ann. 515, 148 (1935). 
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zu einem wieder krystallisierten Produkt. Vorteilhaft ist die chromato- 
graphische Reinigung iiber ein mittelaktives Aluminiumoxyd, mit Ather- 
Aceton—Methanol-Gemisch (2: 1:0,1) 14Bt sich das Phorbid gut entwickeln. 
Das Krystallisieren und Umkrystallisieren gelingt dann glatt. Schmelz- 
punkt 260—261°. Die optische Aktivitit ist bei diesem chromatographisch 
gereinigten Produkt wesentlich gréBer (vgl. Tabelle der optischen Aktivitit). 


RingschluBsynthesen 


Ringsynthetisches 2-Acetylmethylphaophorbid aus _,,syntheti- 
schem“ 2-Acetylchlorin e,-triester. 300 mg ,,synthetischer“: 2-Acetyl- 
chlorin e,-triester ') werden in 300cem Aceton gelést und mit 30cem 1°/,igem 
Natriummethylat versetzt. Die braune Lésung wird sofort tiefgriin und geht 
unter Durchleiten von Stickstoff langsam in ein briunliches Griin iiber. 
Nach etwa 3 Stunden zeigt eine Probe im Spektroskop deutliche Rot- 
verschiebung gegentiber dem Ausgangsmaterial. Das Reaktionsprodukt wird 
in 4 Liter Ather gegossen und die Lésung vorsichtig mit 0,5°/,iger Salzsiure, 
dann mit destilliertem Wasser ausgewaschen. Nach Veresterung mit Diazo- 
methan wird anschlieBend mit Salzsiure fraktioniert. 10—12°/,ige Salzsiure 
entzieht Ausgangsmaterial, 15°/,ige Salzsiure eine Zwischenfraktion und mit 
20°/,iger Salzsiiure wird das gebildete 2-Acetylmethylphiophorbid a ent- 
zogen und in frischen Ather iiberfiihrt. 

Die Ausbeute betriigt etwa 35 mg, doch werden 140 mg 2-Acetylchlorin 
zuriickgewonnen. Die Ausbeute lift sich sicher bei Ermittlung giinstigerer 
Reaktionszeiten steigern. Purpurinbildung konnte nicht beobachtet werden. 
Nach 5maligem Umkrystallisieren aus Aceton—Methanol betriigt der Schmelz- 
punkt des ringsynthetischen 2-Acetylmethylphiophorbid a 277—278°. Misch- 
schmelzpunkt mit Material anderer Darstellung’) ergab keine Depression. 


Ringsynthetisches 2-Acetylmethylphaiophorbid a aus_,,natiir- 
lichem“ 2-Acetylchlorin e,-triester. Die Darstellung erfolgt in gleicher 
Weise wie oben. Das Ausgangsmaterial wurde als Nebenprodukt der Bac- 
terio-chlorin e,-Darstellung*) gewonnen. Der Schmelzpunkt des ringsyntheti- 


schen Ko6rpers betriigt 278—279°. Mischschmelzpunkt mit ,,synthetischem“ 
Material (vgl. oben) zeigt keine Depression. 


Darstellung von 2-Acetylchlorin e,-triester durch Methanolyse 
von ,,natirlichem“ 2-Acetylmethylphaophorbid. 20 mg Acetyl-methyl- 
ph siophorbid a(aus Mutterlaugen der Bacterio-methylphiaophorbid-Darstellung‘)] 

werden in 5ccm Pyridin gelést, mit 30ccm Methylalkohol versetzt und nach 
Sattigung der Lésung mit sauerstofffreiem Stickstoff 10 ccm Diazomethan-- 
Ather zugegeben. Nach 2 tigigem Stehen unter Stickstoff wird iiber Ather 
aufgearbeitet. 10—12°/,ige Salzsiiure entzieht den Trimethylester, der Rest- 
ther enthailt noch wenig Ausgangsmaterial. Nach Umkrystallisieren aus 
Aceton-Methylalkohol zeigt der Ester in Schmelzpunkt (265°), Mischschmelz- 
punkt, Salzsiurezahl, Spektrum und Lésungsfarbe vdllige Identitéit mit 





) Dargestellt nach H. Fischer, W. Lautsch u. K. H. Lin, Liebigs 
Ann. 534, 13 (1938) und Diese Z. 262, 265 (1939). 

2) Liebigs Ann. 534, 17 (1938). 

3) Diese Z. 258, 38 (1938). 

*) Diese Z. 253, 33 (1938). 
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,S8ynthetischem“ oder ,,natiirlichem“ 2-Acetyl-chlorin-trimethylester (aus 
Bacterio-chlorin). | 


Oxim des ,,natirlichen“ Acetyl-chlorin e,-trimethylesters. 50 mg 
,natiirlicher“‘ Acetyl-chlorin e,-trimethylester werden in 10 cem Pyridin ge- 
lést und mit 150 mg Hydroxylamin-chlorhydrat und 150 mg wasserfreiem 
Soda 20 Minuten auf dem Sandbad gekocht. Die griine Pyridinlésung wird 
nach Stehen iiber Nacht vom Riickstand abgesaugt und das Pyridin im 
Vakuum zur Trockne abgedampft. Der Riickstand wird in Methanol geldst, 
in Ather tibergefiihrt und das Oxim mit 8°/,iger Salzsiure extrahiert. Nach 
Uberfiihrung der Ausziige in frischen Ather, Nachveresterung mit Diazo- 
methan und Neutralwaschen wird der Ather auf wenige Kubikzentimeter 
eingeengt und das ausgeschiedene Rohprodukt iiber Talkum chromato- 
graphisch gereinigt. Umkrystallisation des reinen Filtrats aus Aceton—Petrol- 
ther. Der Korper ist in Schmelzpunkt (133°), Salzsiurezahl, Lésungsfarbe 
und Spektrum identisch mit dem Oxim aus ,,synthetischem“ Material. 


Ringsynthetisches Bacterio-methylphaophorbid aus Bacterio- 
chlorin e,-triester. a) 100 mg Bacterio-chlorin e,-trimethylester werden in 
12 cem absolutem, iiber Atzkali getrocknetem Pyridin, unter Zusatz von 
0,5 ecm 10°/,igem methylalkoholischem Kali */, Stunde unter Stickstoff bei 
sorgfiltigstem AusschluB von Luftsauerstoff am Steigrohr gekocht. Die ur- 
spriinglich tiefgriine Lésung firbt sich rasch olivgriin und ist zuletzt intensiv 
blaugriin. Nach Abkiihlen unter Stickstoff gieBt man die Pyridinlésung in 
3 Liter Ather und entfernt das Pyridin durch é6fteres Ausschiitteln mit 
2°/,iger Salzsiure. Nach Neutralwaschen wird mit Diazomethan verestert 
und hernach nicht umgesetztes Ausgangsmaterial mit 20—22°/,iger Salz- 
siure entzogen. Der Restiither wird nach Nachverestern eingeengt, das 
ausfallende Bacterio-methylphiophorbid 6fters aus Aceton—Methylalkohol um- 
krystallisiert. Schmelzp. 260°. Mischschmelzpunkt mit nativem Material 259°. 


3,949 mg Subst. (bei 75° i. Hochv. getr.): 2,929 mg AgJ. 5 
CygHyO,N, (624,35) Ber. 2 OCH, 9,95 Gef. 2 OCH, 9,80. 


Das Spektrum ist identisch mit dem von Bacterio-methylphiophorbid 
aus Bacterio-phiophytin. 

b) 250 mg Bacterio-chlorin e,-trimethylester werden in 75 cem Aceton 
gelést und unter Durchleiten von Stickstoff mit 25 cem 1°/,iger Natrium- 
methylatlésung versetzt. Beim EingieBen des Methylats firbt sich die 
Chlorinlésung fiir Bruchteile einer Sekunde tiefblau. Die Farbe geht dann 
in Griin itiber und wird dann nach etwa 2 Stunden gelblich-griin. Spektro- 
skopisch 1iBt sich aus einer entnommenen Probe fast keine Verinderung 
feststellen, doch gelingt es leicht nach Uberfiihrung der gesamten Lisung 
in Ather und nach Entfernen des Ausgangsmaterials mit 20—22°/,iger 
Salzsiure im Restither Bacterio-methylphiophorbid nachzuweisen. Nach 
Nachverestern und Einengen der itherischen Loésung krystallisiert das 
Bacterio-methylphiophorbid sofort aus. Der Schmelzpunkt betriigt 255 bis 
260°, nach zweimaligem Umkrystallisieren 260—261°. Mischschmelzpunkt 
mit nativem Material gibt keine Depression. Die Ausbeute betrigt 35 mg, 
doch kénnen 135 mg reinstes Ausgangsmaterial zuriickgewonnen werden: 

Die Ausbeute nach b) ist etwas geringer als nach a), doch fiihrt 
erstere milde Methode sofort zu einem reinen, schén krystallisierten Produkt. 
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Messungen der optischen Aktivitat. Um vergleichbare Werte zu 
erhalten wurden die Substanzen bei méglichst gleicher Konzentration und 
alle im 10 cm-Rohr gemessen. Die Ergebnisse sind in Tab. II zusammen- 
gefaBt und auf S. 96 diskutiert. 


Hydrierungsversuche 


1. Hydrierungsversuch mit Tetralin-Palladium’). — a) Vorver- 
such mit Phadophorbid a. 20 cem Tetralin wurden mit 20 mg Palladium 
und 20 mg Phiophorbid a am Wasserbad erhitzt. Die nach je 2—3 Stunden 
erfolgte spektroskopische Probeentnahme zeigie eine immer deutlichere Blau- 
verschiebung. Nach zwanzig Stunden war die Reaktion beendet, das 
Spektrum ist identisch mit dem von Meso-phéiophorbid a. Wird derselbe 
Versuch uuter Einleitung von Wasserstoff vorgenommen, so bleibt das Re- 
sultat gleich. Das Chromatogramm iiber Tonerde mit Ather-Aceton ergab 
zwei Zonen, mit nahezu gleichen spektralen Eigenschaften. AuBSer Meso- 
phiophorbid a bildet sich offenbar Pyro-meso-phiophorbid a durch Decar- 
boxylierung. 

b) Mit Bacterio-methylphaiophorbid a. Die Reaktion fihrte bei 
gleichen Bedingungen wie unter a) bereits nach sechs Stunden auschlieB- 
lich zu Oxo-phylloerythrin, das spektroskopisch identifiziert wurde. Bei 
Durchfiihrung am siedenden Wasserbad ist auch nach fiinfzig Stunden 
keinerlei Verinderung bemerkbar. 


2. Hydrierungsversuch mit Ameisensaure-Palladium. — a) Vor- 
versuch mit Phéiophorbida. 30 ccm Ameisensiure, 3 cem Methanol, 
20 mg Phiophorbid a und 20 mg Palladium wurden am Wasserbad zwédlf 
Stunden lang erhitzt. Dabei treten Phorphyrine auf, in der Hauptmenge 
Phioporphyrin a,. Das gleiche Resultat zeigt sich bei Durchfiihrung der 
Reaktion unter Wasserstoff. 

-b) Mit Bacterio-methylphaophorbida. Die gleiche Reaktion 
fiihrt zu Oxo-phioporphyrin a,, welches spektroskopisch identifiziert wurde. 


3. Hydrierungsversuche mit katalytisch erregtem Wasserstoff. 
Saimtliche Versuche mit Bacterio-methylphiéophorbid a. 5 mg Substanz 
wurden in 5—10 cem Lésungsmittel in der Warburg-Barcroft-Apparatur 
bis zur Volumenkonstanz hydriert. Nach Reoxydation der Leukoverbindung 
erfolgte Fraktionierung der ftherischen Lésung mit Salzsiure und spektro- 
skopische Identifizierung der Ausziige. 

a) Mit Palladium. In Aceton und Dioxan (27°) ergibt die Hydrie- 
rung nach Reoxydation das Ausgangsmaterial wieder. 

In Ameisensadure (27°) entsteht u. a. Phioporphyrin a,, es erfolgt 
also gleichzeitig Hydrierung der Acetylgruppe und Dehydrierung der iiber- 
zihligen Wasserstoffatome. 

In 90°/,igem Methanol unter Zusatz von 0,1°/, NH, bei 25° ergibt 
die Hydrierung Spuren eines Meso-phiophorbid a-Spektrums. Die Reaktion 
verliuft jedoch mit auBerst schlechter Ausbeute. 

b) Mit Raney-Nickel. In Alkohol (82% konnte kein Farbstoff 
wieder gewonnen werden. 

In Dioxan (25°) tritt sehwaches Meso-phiophorbid a-Spektrum auf. 





1) K. Kindler u. W. Peschke, Liebigs Ann. 497, 195 (1932). 
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c) Mit Platinoxyd. In Aceton (35° resultiert Ausgangsmaterial. 

In Dioxan (32°) tritt ein nach Blau verschobenes Oxo-phioporphyrin 
a;-Spektrum auf. 

In Eisessig (35°) entstehen Spuren von Phioporphyrin a,. 

Diese Ergebnisse waren unbefriedigend, da Hydrierung der Acetyl- 
seitengruppe ohne gleichzeitige Isomerisation zum Porphyrintyp, bzw. ohne 
Dehydrierung der fiir den Bacteriotyp charakteristischen iiberziihligen 
Wasserstoffatome nicht beobachtet werden konnte. 


Reduktion mit Aluminiumisopropylat 


Uber die Darstellung von Aluminiumisopropylat, die Ausfiihrung der 
Reduktion und Anwendungsbereich der Methode bei Chlorophyliderivaten 
wurde bereits ausfiihrlich berichtet’). 


Bacterio-[2-desacety]]-2, «-oxy-methylphaophorbid. 100 mg reinstes 
krystallisiertes Bacterio-methylphiophorbid werden in etwa 10cem Iso- 
propylalkohol und 10 cem Alkoholat hydriert. In kurzer Zeit tritt ein Farb- 
umschlag von Blauviolett nach Griinlich-stahlblau auf, nach etwa drei Stunden 
ist die Reaktion beendet. Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches stéBt 
auf Schwierigkeiten. Wegen der hohen Salzsiiurezahl ist die tibliche Frak- 
tionierung nicht méglich, auch eine chromatographische Trennung iiber Ton- 
erde oder Talkum mit verschiedenen Lésungsmitteln zeigte bisher keinen 
Erfolg. Auf Grund aller vorhergegangenen Hydrierungsreaktionen ') besteht 
das Hauptprodukt aus Bacterio-[2-desacety]]-2, a-oxy-mesomethylphiophorbid a. 
Dies geht ebenfalls aus dem Spektrum hervor, welches gegeniiber dem des 
Ausgangsmaterials stark nach Blau verschoben ist und mit dem spiter zu 
beschreibenden vom Bacterio-[2-desacetyl]-2,«-oxy-mesochlorin e, bis auf 
eine geringe Rotverschiebung weitgehend identisch ist. 


_ Spektrum in Pyridin-Ather: 
I. 669,2—647,2; II. 610,2—598,2; ILI. (—); IV. 518,9—492,9; 
658,2 604,2 505,9 
V. 481,8—471,0; VI. 454,0—440,1; End.-Abs.: 426. 
476,4 447,0 
Reihenfolge der Intensitiiten: IV, I, V, VI, II (IID. 


Der Spektraltyp der Bacterioreihe ist also vollkommen erhalten ge- 
blieben, lediglich die starke Blauverschiebung um 10—20 mu weist auf die 
Hydrierung der 2-Acetylgruppe hin. 

Bacterio -[ 2-desacety] ]-2, «- oxy -meso-9-oxy-desoxo-methylphiophorbid, 
welches auf Grund aller friiher beschriebenen Reaktionen der Phorbide 
als Nebenprodukt zu erwarten wire, ist wahrscheinlich in nur so geringer 
Menge vorhanden, daB es sich der Beobachtung entzieht. 

Zum Beweis der 2,a-Oxygruppe wurde eine geringe Menge Substanz 
der Wasserabspaltung im Hochvakuum unter den bei Bacterio-2,c-oxy- 
mesochlorin niher beschriebenen Bedingungen unterworfen. Spektroskopisch 
lieB sich eine deutliche Rotverschiebung beobachten, die durch Bildung 




















1) H. Fischer, H. Mittenzwei u. D. B. Hevér, Liebigs Ann. 545, 
163—166 (1940). 
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der 2-Vinylgruppe Erklirung finden kann. Da jedoch die Méglichkeit be- 
steht, daB gleichzeitig Decarboxylierung eintritt, und da wegen Material- 
mangel die Reaktion nicht bis zur Analyse verfolgt werden konnte, steht 
der endgiiltige Beweis noch aus. 

Bacterio-[2-desacetyl]-2, «.-oxy-mesochlorin e,-triester. Die Hydrie- 
rung von Bacterio-chlorin e,-triester gelingt in wenigen Stunden nahezu 
quantitativ und ist am besten durch etwa halbstiindige Entnahme von 
Spektralproben zu verfolgen. Die anfinglich blauviolette alkoholische 
Lésung nimmt dabei eine tiefgriine Farbe an, welche auch spiiter _ 
iitherische Lésung des Reaktionsproduktes aufweist. 

Zum Unterschied von Bacterio-methylphiophorbid gelingt in diesem 
Falle die Trennung des Reaktionsgemisches durch Extraktion mit Salzsiure. 
Mit 10°/,iger Salzsiiure wird das in geringer Menge auftretende Neben- 
produkt 2,o0-Oxy-mesochlorin e, entzogen, welches durch sekundire Dehy- 
drierung in 3,4-Stellung bei fast allen Reaktionen der Bacteriokérper ent- 
steht. Mit 14°/,iger Salzsiiure wird eine Zwischenfraktion entfernt, endlich 
mit: 16— 18°/,iger Salzsiiure das Hauptprodukt Bacterio-2, «-oxy-mesochlorin 
e,-trimethylester in frischen Ather iiberfiihrt. Die atherische Lésung wird 
nach der iblichen Reinigung und Nachveresterung getrocknet und ein- 
geengt. Monatelange Krystallisationsversuche aus Ather, Methanol, Petrol- 
ither, Essigester usw. blieben leider erfolglos. Die Substanz wurde daher 
im Vakuum zur Trockene eingeengt, und die weiteren Versuche mit den 
erhaltenen glinzenden amorphen Schuppen durchgefiihrt. Die Ausbeute 
an diesem Rohprodukt ist meistens quantitativ. Reinigungsversuche tiber 
Aluminiumoxyd oder Talkum mit Aceton-Ather oder reinem Ather als Ent- 
wickler verlaufen giinstig, da Verunreinigungen oder dehydriertes Produkt 
im oberen Teil der Siule hingen bleiben. Doch waren mihevolle Krystalli- 
sationsversuche mit diesem gereinigten Produkt ebenfalls ergebnislos. Ledig- 
lich mit Petrolidther lieB sich aus absolutem Ather unter sorgfaltigem Aus- 
schalten von Luftfeuchtigkeit eine amorphe Fallung erzielen. Der so ge- 
reinigte Kérper ist sehr hygroskopisch, sintert bei 128° und spaltet bei 
weiterem Erhitzen bis etwa 200° unter heftigem Aufbrodeln Wasser ab. 
Die Spektralprobe der geschmolzenen Substanz zeigt die Bildung von 
Bacterio-2-vinylchlorin an. 

Spektrum in Pyridin—Ather: 

. 680,5; I. 665,1—651,4; I. 607,1—597,0; III. (—); IV. 516,3—493,3; 














658,8 602,0 504,8 
V. 480,0—468,2; VI. 453,0—438,1; End.-Abs. ~ 420. 
474,1 445,5 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, V, VI, I, (I). 


Das Spektrum erscheint gegeniiber dem des Ausgangsmaterials um 
etwa 10—20 mp nach Biau verschoben, der Spektraltyp sowie die Reihen- 
folge der Intensitiiten hat keine Anderung erfahren. 

Da wegén mangelnder Krystallisation keine Analyse des Bacterio- 
2,a-oxychlorins durchgefiihrt werden konnte, wurden folgende Versuche 
zur Sicherstellung seiner Konstitution durchgefihrt: 

Acetylkérper. 200 mg Bacterio-2, «-oxy-mesochlorin e,-triester werden 
in 10 cem Pyridin mit 0,6 cem frisch destilliertem Essigsiureanhydrid ver- 
setzt und 24 Stunden stehen gelassen. Danach wurde 10 Minuten auf 80° 
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erwirmt und sofort iiber Ather aufgearbeitet. Nach Auswaschen des An- 
hydrids und des Pyridins entzog 16°/,ige Salzsiure Ausgangsmaterial, im 
Restiither verblieb das Acetylderivat, erkenntlich an dem schwach nach 
Rot verschobenen Spektrum. 

Die Ausbeute ist duBerst gering. Weitere Versuche unter Verlinge- 
rung der Reaktionsdauer, mit Zusatz von wasserfreiem Natriumacetat oder 
mit Acetylchlorid in Pyridin oder absolutem Ather brachten keine Ver- 
besserung. Die Aufarbeitung geschah immer itiber Ather. Es wurde nun 
versucht, die gesammelten Fraktionen des Acetylderivates iiber Aluminium- 
oxyd oder Talkum chromatographisch zu reinigen. Dabei traten immer 
wieder Zersetzungsprodukte auf, die spektroskopisch als Dehydrokérper 
identifiziert werden konnten. Trotz sorgfiltiger Reinigung konnte auch der 
Acetylkérper nicht zur Krystallisation gebracht werden. Es sei daher nur 
sein Spektrum in Ather-Pyridin wiedergegeben, das gegeniiber dem Aus- 
gangsmaterial schwach nach Rot verschoben ist. 

ea in Pyridin-Ather: 

. 708; I. 672,8—647,8; IL. 609,6—598,0; Il. (—); IV. 516,5—494,5; 














660,3 603,8 505,5 
V. Max. 475,0; VI. 453,2—438,5; End.-Abs. ~ 430. 
445,8 


Reihenfolge der Intensititen: IV, I, V, VI, Il, (IID. 

Bacterio-chlorin e,-triester aus Bacterio-2,a-oxy-mesochlorin e,- 
triester. Bei der Oxydation von Bacterio-2,a-oxy-mesochlorin mit Kalium- 
permanganat in Pyridin waren Schwierigkeiten zu erwarten wegen der ge- 
ringen Stabilitit der Wasserstoffatome des ,,Bacterio‘-Geriistes gegeniiber 
Oxydationsmitteln. Vorversuche mit Bacterio-chlorin-triester ergaben jedoch 
die interessante Tatsache, daB die ,,Bacterio“-Struktur nicht angegriffen 
wird, wenn Kaliumpermanganat nur in ganz geringem Uberschu8 in der 
gesattigten Pyridinlésung vorhanden ist. 

20 ccm Pyridin wurden daher mit etwa 50 mg feinst gepulvertem 
KMnO, zwei Stunden lang geschiittelt und nach dem Absitzen von nicht 
geléstem KMnO, die violette Pyridinlésung zu 200 mg Bacterio-2, «-oxy- 
mesochlorin-triester geschiittet und 48 Stunden lang geschiittelt. Zeigt da- 
nach eine entnommene Probe im Spektroskop keine Verschiebung, so kénnen 
noch wenige Milligramm gepulvertes KMnO, zugefiigt werden und so lange 
geschiittelt, bis Rotverschiebung gegeniiber dem Ausgangsmaterial zu er- 
kennen ist. Nach Uberfiihrung in Ather wird Ausgangsmaterial mit 16 bis 

18°/,iger Salzsiure entfernt, das gebildete Bacteriochlorin mit 20°/,iger 
Salzsiure in frischen Ather getrieben und nach dem Verestern und Trocknen 
eingeengt. Bacteriochlorin e,-triester krystallisiert dabei aus. Die Ausbeute 
betrigt etwa 20—30°/,. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Aceton- 
Methanol betrigt der Schmelzp. 203°, Mischschmelzpunkt mit nativem 
Material (207°) ergibt keine Depression. 

Bacterio -2-desacetyl-2-vinyl-chlorin e,-trimethylester. In An- 
sitzen zu je 100mg wird Bacterio-[2-desacety]]-2, «-oxy-mesochlorin e,-tri- 
methylester im Mikrobombenrohr bei Hochvakuum rasch auf 140° erhitzt. 
Die Substanz soll méglichst auf eine gréBere Fliche verteilt sein, ein 
tiefer Kupferblock ist daher vorteilhaft. Bei etwa 100° sintert die Sub- 
stanz, um bei 150—160° stark aufzubrodeln. Bei dieser Temperatur, 
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héchstens bei 180°, lé8t man die Wasserabspaltung vor sich gehen, bis 
ein Blasentreiben nicht mehr zu bemerken ist (5—10 Minuten), 148t dann 
das Rohr abkiihlen und lést das Reaktionsprodukt in wenig Aceton. Die 
Aufarbeitung geschieht wie iiblich tiber Ather. Nach Waschen mit Wasser 
und Entfernung des Acetons wird mit 10—12°/,iger Salzsiure dehydriertes 
Produkt, als ,,natiirliches‘‘ Chlorine, und _,,natiirliches‘‘ 2,-Oxy-meso- 
chlorin e, entfernt. 14°/,ige Salzsiiure entzieht noch vorhandenes Aus- 
gangsmaterial, 16°/,ige Salzsiure extrahiert eine Zwischenfraktion und 
18—20°/,ige Salzsiiure das Hauptprodukt, Bacterio-[2-desacetyl]-2-vinyl- 
chlorin e,-trimethylester (3, 4- Dihydro- chlorin e, - trimethylester). Die Salz- 
siiureausziige werden durch Verdiinnen in frischen Ather iiberfiihrt, nach- 
verestert, neutral gewaschen und nach Trocknen durch Faltenfilter ein- 
geengt. ‘Ober die Fraktion mit »natiirlichem“ Chlorin e, und ,,natiirlichem“ 
2,a-Oxy-chlorin e, vergleiche 8.109. Die Fraktion mit Ausgangsmaterial 
und die Zwischenfraktion werden bei einem neuen Ansatz nochmals der 
Wasserabspaltung unterworfen. 

Das Hauptprodukt fallt beim Einengen des trockenen Athers aus. 
Aus 500 mg rohem Bacterio-2, «-oxy-mesochlorin-triester werden etwa 100 mg 
Vinylkérper erhalten. Vor dem Unmkrystallisieren ist eine chromato- 
graphische Reinigung tber mittelaktives Aluminiumoxyd zweckmiBig. Ent- 
wickelt wird mit reinem Ather, dabei bleiben in dem oberen Teil der Siule 
Verunreinigungen und dehydriertes Produkt haften. Noch vorhandenes 
Bacterio-2,«-oxy-chlorin 14Bt sich jedoch nicht abtrennen, dies gelingt am 
besten durch Umkrystallisation aus der Hiilse mit Aceton und Verdringen 
des Acetons mit relativ viel Methanol, in dem die Substanz beim Abkiihlen 
auskrystallisiert. Es ist bisher nicht gelungen ganz reine Krystalle zu er- 
halten, es entstehen vielmehr kugelige, nur teilweise kantige Aggregate, 
deren Schmelzpunkt sich durch abwechselnde Chromatographie und Um- 
fiillung aus Aceton—Methanol von 230 auf 242—244° erhéhen lieB. 


4,453 mg Subst. (bei 90° i. Hochv. getr.): 2,822 mg H,O, 11,296 mg CO,. 
Cs,Hy ON, (640,75) Ber. C 69,39 H 6,92 Gef. C 69,19 H 7,09. 
Die Farbe des Vinylkérpers in Ather ist griin wie die des Ausgangs- 


materials, jedoch mit olivgriinem Stich, schwach violett tingierend. Sie 
iihnelt also etwas dem Bacteriochlorin. 


Spektrum in Pyridin-Ather: | 
. 692; I. 674,3—655,9; II. Max. 608,0; III. (—); IV. 523,0—496,2; 


665,1 509,6 
V. 481,0—471,2; VI. 454,9—442,1; End.-Abs. ~ 424. 


476,1 448,5 
Reihenfolge der Intensititen: IV, I, V, VI, Il, (i). 


Das Spektrum ist gegeniiber dem des o-Oxykérpers um etwa 4—6 mu 
nach Rot verschoben, liegt also zwischen letzterem und dem von Bacterio- 
chlorin. 

Bei dem Versuch das D.E.E.-Anlagerungsprodukt darzustellen, konnte 
eine geringe Blauverschiebung des Spektrums beobachtet werden. Die 
Reaktion verliuft jedoch nicht quantitativ, fiihrt hingegen nach mehr- 
stiindigem Erhitzen am kochendem Wasserbad zur Verfirbung und dann 
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Zerstérung des Kérpers, was auf die allgemeine Empfindlichkeit der ,,Bac- 
teriokérper“ zuriickzufiihren ist. 


Katalytische Hydrierung von Bacterio-2-vinyl-chlorin e,-tri- 
methylester. 100mg Substanz wurden in 15 ccm reinstem Aceton mit 
20 mg Palladium hydriert. Die Reaktion verliuft langsamer als in der 
a-Reihe, erst nach mehreren Stunden ist eine geringe Blauverschiebung des 
Spektrums erkennbar. Nach zwei Tagen ist das Spektrum nahezu identisch mit 
dem von Bacterio-2,«-oxy-mesochlorin e,; nach den bisherigen Erfahrungen 
miiBte die Mesoverbindung allerdings um einige Millimikron mehr nach 
Blau verseh>ben sein, die Reaktion verliuft daher offenbar nicht quantitatiy. 

Da mehr Material nicht zur Verfiigung stand, wurde die Lésung des 
erhaltenen Rohproduktes total eingeengt und der Oxydation mit Chrom- 
siure-Schwefelsiure unterworfen. Das sich dabei bildende Methyliathyl- 
maleinimid konnte einwandfrei identifiziert werden, ein Beweis, da8 sich, 
wenn vielleicht auch nicht quantitativ, die Athylgruppe in 2-Stellung ge- 
bildet haben muB8 (vgl. 8. 121). 


Chlorin e,-trimethylester aus Bacterio-chlorin e,-trimethylester. 
Uber die Darstellung von Chlorin e,-trimethylester aus ,,natiirlichem“ 2, «- 
Oxy-mesochlorin e,-trimethylester wurde bereits berichtet’). 

Noch interessanter und eindeutig ist folgender Ubergang von der 
Bacterio- in die a-Reihe: Aus Bacterio-chlorin e,-triester wird iiber das 
2, a-Oxy-derivat Bacterio-2-vinyl-chlorin e,-triester dargestellt. Die Dehy- 
drierung der zwei Wasserstoffatome des ,,Bacterio“-Geriistes kann nun nach 
der friiher beschriebenen Methode’*) mit Sauerstoff in schwefelsaurer Liésung 
erfolgen, eleganter ist jedoch die Oxydation mit Chinon. 

Die hier erstmalig bei Bacterioderivaten angewendete Chinondehydrie- 
rung erwies sich als vorteilhaft auch bei der Darstellung der Acetylkérper 
aus Bacterio-chlorin und Bacterio-phorbid. Die Methode ist der friiheren 
(Schwefelsiure-Sauerstoff) durch Einfachheit, milde Reaktionsweise und in 
der Ausbeute weitaus iiberlegen. 

20 mg Bacterio-2-vinyl-chlorin e,-triester werden in 200 cem Aceton 
gelést und 5 cem einer verdiinnten alkoholischen Lésung von Chinon zu- 
gegeben. Nach Zugabe von 1—2 Tropfen konzentrierter Salzsiure tritt 
sofortiger Farbumschlag und nach wenigen Minuten fast quantitativy die 
Bildung von Chlorin e,-trimethylester ein, der tiber Ather um weitere Oxy- 
dation zu vermeiden sofort aufgearbeitet werden soll. 5—6°/,ige Salzsiure 
entzieht der dtherischen Liésung sekundir gebildete Porphyrine, 10°/,ige 
Salzsiiure den reinen Ester. Nach Wiedereinfiihrung in Ather, Nachwaschen, 
Nachverestern mit Diazomethan und nochmaligem Neutralwaschen wird die 
Lésung getrocknet und eingeengt. Der Ester scheidet sich bei Zugabe von 
Methylalkohol zuerst amorph aus, krystallisiert aber nach mehrmaliger 
Extraktion aus der Hiilse mit Aceton—-Methanol aus. Eine chromatographi- 
sche Reinigung ist dann vorteilhaft, wenn die Krystallisation nicht ein- 
treten sollte. In der Talkumsiule bleiben beim Entwickeln mit Ather Ver- 
unreinigungen und Porphyrine (Chloroporphyrin e,) oben haften. Schmelz- 


punkt des Esters 209°. Mischschmelzpunkt mit nativem Chlorin e,-trimethyl- 


ester (211°) liegt bei 209—210°. Der Ester zeigt auch in den anderen 





1) Liebigs Ann. 545, 177 (1940). 
2) Diese Z. 258, 34 (1938). 









































Uber Bacteriochlorophyll 119 


Eigenschaften Identitét mit nativem Material. Auch stimmt, bei Beriick- 
sichtigung der schwierigen Reindarstellung infolge geringen Materials, die 
optische Aktivitét iiberein (vgl. Tab. II, S. 112). 

Bei der Darstellung von Bacterio-2-vinyl-chlorin aus Bacterio-2, «-oxy- 
chlorin (S. 116) tritt als Nebenprodukt ebenfalls ,,natiirliches Chlorin e, 
sowie ,,natiirliches“ 2, «-Oxy-mesochlorin e, auf, welche in der Salzsiure- 
fraktion 10—12 vom Hauptprodukt abgetrennt werden. Wird die atherische 
Liésung dieser Fraktion iiber mittelaktives Al,O, chromatographiert, so treten 
bei Entwicklung mit Ather folgende Zonen (von oben nach unten) auf: 
2,a-Oxy-mesochlorin e,, Chiorin e, und ,,Iso‘-chlorin e, (vgl. 8. 108). 2,a-Oxy-- 
mesochlorin kann durch Wasserabspaltung im Hochvakuum ebenfalls in 
Chlorin e, itiberfiihrt werden, das in der oben beschriebenen Weise ge- 
reinigt und durch Schmelzpunkt und Mischschmelzpunkt charakterisiert 


werden kann. Eine Analyse konnte wegen Materialmangel nicht durch- 
gefiihrt werden. 


Oxydation mit Chromsaure-Schwefelsdure 


Die Oxydationen wurden mit je */,9.9 Mol Substanz bei gleichbleiben- 
_ den Bedingungen ausgefiihrt, so daB vergleichbare Resultate erzielt werden 
konnten *). 

Die fein zerriebene Substanz wird in einem 100-cem-Rundkolben mit 
25cem 50 vol.-°/,iger Schwefelsiure bei Zimmertemperatur geriihrt. Ester bis 
zur Verseifung (etwa 2 Stunden), freie Siuren 20 Minuten. Dann wird mit 
25 g Eis versetzt und in einer Kochsalzmischung auf etwa —10° ahgekiihlt. 

Himin muB8 zuerst durch Riihren in 12,5 cem konzentrierter Schwefel- 
siure enteisent werden (etwa 15 Minuten), durch Verdiinnen mit 37,5¢g Eis 
wird dann die angewendete Konzentration ebenfalls hergestellt und auf 
—10° abgekiihlt. 

Innerhalb von 30—60 Minuten wird dann eine Lésung von 1,2 g Chrom- 
siure in 10 cem Wasser zugetropft und 1 Stunde bei —10° und 2 Stunden 
bei Zimmertemperatur weitergeriihrt. 

Die erhaltene Lésung wird auf 150 ccm mit Wasser verdiinnt und im 
Kutscher-Steudel-Extraktionsapparat mit reinstem peroxydfreiem Ather 
in einem tarierten Schliffkolben etwa 8 Stunden lang extrahiert. Nach 
Trocknen des eingeengten Extraktes iiber KOH im Vakuum wird die Roh- 
fraktion gewogen, danach in wenig heiBem Wasser gelést, filtriert und nach 
Alkalisierung mit wenig Soda erneut wie oben extrahiert: Basische Fraktion, 
welche ebenfalls nach dem Trocknen gewogen wird. 

Die im Extraktionsapparat zuriickbleibende wiBrige Schicht wird mit 
Schwefelsiure vorsichtig bis zur Kongoblaureaktion angesiuert, dann wie 
iiblich die saure Fraktion extrahiert und zur Wigung gebracht. 

Die Fraktionen werden im Hochvakuum in Jenaer Reagenzglisern 
aus dem Kupferblock der Sublimation unterworfen. Methylathylmaleinimid 
der basischen Fraktion sublimiert bei etwa 70° und wird durch Schmelz- 
punkt (66—67°) und Mischschmelzpunkt, der keine Depression ergibt, iden- 
tifiziert. Charakteristisch ist ebenfalls die Krystallform (schmale Bliattchen), 
der Jodoformgeruch sowie der erst siiBe, dann bittere Geschmack. 





1) Vgl. auch H. Fischer u. H. Wenderoth, Liebigs Ann. 537, 270 
(1939); 545, 144 (1940). 
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Die bei ,,Bacterio“-derivaten in der basischen Fraktion auftretenden 
dligen Schmieren kénnen ebenfalls durch Sublimation bei etwas héherer 
Temperatur (etwa 80°) im Hochvakuum gereinigt werden. Die Annahme, 
daB es sich um oa-Methyl-a’-idthyl-bernsteinsiureanhydrid handelt, wird 
folgenderma8en gestiitzt: 

Das farblose Ol wird aus der basischen Fraktion gewonnen, es 
kommt daher das Anhydrid oder das Imid in Betracht. Impft man es mit 
Imidkrystallen (Schmelzp. 64°) an, so erfolgt jedoch keine Krystallisation. 
Nach dem Verkochen mit Wasser zeigt es saure Reaktion und schwache 
Krystallbildung. Reine Krystalle kénnen jedoch nicht erhalten werden, da 
die Begleitschmieren durch Sublimation in diesen geringen Mengen nicht 
abtrennbar sind und den Schmelzpunkt der vermutlich entstandenen o-Methyl- 
«’-iithyl-bernsteinsiure (81°) auf etwa 60° herabsetzen. Eine orientierende 
Analyse des Ols ergab keinen Stickstoff. Diese Befunde berechtigen zu der 
Annahme, da8 es sich um das Anhydrid handelt, um so mehr da diese Er- 
gebnisse mit den Befunden von E. Berner und R. Leonardsen’?), welche 
folgende Uberginge fanden, iibereinstimmen: Niedrig schmelzende o-Methy]- 
«’-iithyl-bernsteinsiure (Schmelzp.81°), Rechtsform, [o]?° in Wasser = + 25,69°, 
ergibt beim Kochen mit Thionylchlorid das Anhydrid der niedrig schmelzenden 
d-a«-Methyl-«’-aithyl-bernsteinsiiure (Siedep.,, 114—115°), [a@}2° = + 62,02°. 

Dieser Wert stimmt mit den gefundenen (etwa +10°) noch hinreichend 
iiberein, wenn man beriicksichtigt, daB bei den Versuchsbedingungen die Sub- 
stanz, auch nach Sublimation nie im reinen Zustand vorliegen kann. Der 
Drehungsunterschied zwischen reiner Substanz und dem hier erhaltenen rohen 
Spaltprodukt ist von gleicher GréBenordnung wie bei dem relativ leichter zu- 
giinglichen optisch aktiven Himotricarbonsdureimid (vgl. unten), das rein die 
spezifische Drehung — 30° besitzt, die Messung der rohen Spaltprodukte jedoch 
durchschnittlich nur —5° ergab*) bzw. bei den hier angefiihrten Versuchen 
nur etwa —2°, da mit noch geringeren Mengen gearbeitet werden muBte. 

Die Sublimation der sauren Fraktion liefert auBer bei Himin eben- 
falls ein farbloses Ol bei etwa 120° und zwar sowohl bei den Chlorophyll a- 
und b- als auch bei den Bacterioderivaten. Dieses Ol wurde von H. Fischer 
und H. Wenderoth in gréBerer Menge aus a-Derivaten isoliert und als 
aktives Himotricarbonsiureimid erkannt. Obwohl wegen der schweren Zu- 
ginglichkeit von Bacterioderivaten hier dieses Ol nicht rein dargestellt 
werden konnte, besteht doch kein Zweifel, da8 es sich auch bei Bacterio- 
derivaten um das aktive Himotricarbonsiureimid handelt, da es die gleichen 


_ Eigenschaften aufweist, besonders Linksdrehung. 


Die Fraktionen wurden teils nach Sublimation, teils im rohen Zustand 
(mit Tierkohle entfirbt) im 10 cm-Rohr mit 0,6 bzw. 1,2 eem Wasser polari- 
siert. Die Resultate stimmen iiberein, eine Zerstérung der Aktivitit tritt 
demnach bei der Sublimation im Hochvakuum nicht ein. 

Tab. III gibt einen Uberblick iiber die Ergebnisse der oxydativen Spaltung. 
Die Versuche a, b und ¢ ergaben geringere Ausbeuten an Spaltprodukten, da 
sie Vorversuche zur Ausarbeitung der Methode darstellen. Versuch 8 besitzt 
nur qualitatives Interesse, da Bacterio-2-ithyl-chlorin als Rohprodukt (wahr- 
scheinlich mit Beimengungen von 2-Vinylkérper) verwendet werden muBte. 





1) Liebigs Ann. 538, 1 (1939). *) Liebigs Ann. 545, 146 (1940). 
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Glykogenbestimmungen in Organen 
Von 


Hj. Staudinger 





(Aus dem Institut fiir Luftfahrtmedizinische Pathologie des Reichsluftfahrtministeriums 
am Pathologischen Institut der Universitit Freiburg/Br. 
und aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Freiburg/Br.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Mai 1942) 





Die meisten in der Literatur beschriebenen Glykogenbestimmungen 
gehen auf die von Pfliger') ausgearbeitete zuriick. Sie wurde von ver- 
schiedenen Autoren”) gedndert und als Mikroverfahren ausgebaut. Die zu 
untersuchenden Organe werden mit starker Kalilauge in der Siedehitze 
aufgeschlossen, das Glykogen mit Alkohol gefallt, wobei eine groBe Menge 
von EiweiBstoffen mit in den Niederschlag geht. Nach nochmaligem Um- 
fallen wird angesiuert, wobei die EiweiBstoffe ausfallen, und das Glykogen 
mit Saéure bei 100° hydrolysiert. Die Glucose schlieBlich wird nach einem 
der iiblichen Verfahren zur Zuckerbestimmung, vorzugsweise nach einem 
Kupferverfahren, bestimmt. 

Das Verfahren wurde schon von Pfliiger nach allen Seiten auf seine 
Brauchbarkeit gepriift. Er konnte an zahlreichen Beispielen zeigen, daB 
das Glykogen durch die starke Alkalibehandlung nicht verindert wird. 
Ebenso zeigen die Untersuchungen von Staudinger und Husemann’%), 
daB kein bemerkenswerter Abbau mit Alkali stattfindet, der bei Ausschal- 
tung von Luftsauerstoff ganz vermieden werden kann. Mithin kann der 
alkalische Aufschlu8 unbedenklich verwendet werden. 

Auch der Aufschlu8 mit Chlordioxyd, mit dem man in der Cellulose- 
chemie so gute Erfolge hatte‘) ist médglich, da das Glykogen wie die 
Cellulose durch Chlordioxyd nicht verindert wird, andererseits die EiweiB- 
stoffe von diesem Reagenz angegriffen werden. Doch war die Anwend- 
barkeit dadurch sehr herabgesetzt, daB man das Glykogen in stark ver- 
diinnter Lésung erhilt. 

Die Schwierigkeit der oben beschriebenen Glykogenbestimmung liegt 
in der Hydrolyse des Glykogens mit Siure. In dem sauren Medium findet 
bei 100° in geringem Mae eine Revertierung, d. h. eine Kondensation der 
gebildeten Glucose zu schwerer hydrolysierbaren Oligosacchariden statt®). 
AuBerdem wird unter diesen Bedingungen auch ein kleiner Teil der Glu- 
cose unter Bildung von Furfurol, Oxymethylfurfuroi und Liévulinsiure zer- 
setzt®). Bei der Priifung der Methode mit reinem Glykogen (Merck) wurde 
demgemiB stets weniger als die theoretische Menge Glucose gefunden. So 
ist es verstindlich, daB vergleichbare Werte nur unter peinlich genauem 
Einhalten der angegebenen Vorschriften erhalten werden. 
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Die Zuckerbestimmung . selbst beruht auch nicht auf einer stéchio- 
metrischen Umsetzung. Auch sie ist an das genaue Einhalten gewisser 
Versuchsbedingungen gebunden und gibt nur dann vergleichbare empirisch 


gefundene Werte. Begleitende EiweiBstoffe, Polypeptide und Aminosduren 
kénnen u. U. stéren. 


Aus diesen Griinden suchten wir die Hydrolyse des Gly- 
kogens zu umgehen und bauten die Glykogenbestimmung auf dem 
polarimetrischen Verfahren auf, das Pfliiger selbst schon mit 
Erfolg angewandt hat’). Die polarimetrische Bestimmung ist 
wegen der hohen spezifischen Drehung des Glykogens geeignet, 
die in weiten Grenzen von dessen Polymerisationsgrad unabhingig 
ist*). Die Kiweifstoffe, die zur polarimetrischen Bestimmung ent- 
fernt sein miissen, trennt Pfliiger durch Ansiuren der Glykogen- 
lésung ab. Das Glykogen ist aber gegen Siure sehr empfindlich, 
es wird in sauren Liésungen schnell abgebaut und u. U. bis zu 
Dextrinen hydrolysiert. (Die Hydrolyse der gebildeten Dextrine 
geht nur langsam weiter.) Da wir das Glykogen fiir andere 
Untersuchungen unverindert brauchen, suchten wir nach einer 
Méglichkeit in neutraler oder ganz schwach alkalischer Lésung 
zu enteiweiBen. Die EnteiweiBung mit Schwermetallen (ZnSO,, 
FeCl, usw.) war wegen der starken Adsorption des Glykogens 
an die entstehenden Niederschlige nicht zu verwenden. Versuche, 
die EKiweiSstoffe mit starker Formaldehydlésung zu entfernen, er- 
gaben nur teilweise befriedigende Erfolge. 


Hingegen gelingt es, mit den Chloriden der Erdalkalimetalle 
das EiweiB auszusalzen. Glykogen selbst ist in deren Liésung 
leicht léslich. Die héheren Erdalkalichloride sind allerdings nicht 
so geeignet. In der unter Umstinden noch schwach alkalischen 
Lésung bilden sich Spuren von Carbonat, die, wie Versuche zeigten, 
mit steigendem Atomgewicht zunehmend Glykogen adsorbieren. 
Dieser stérende EinfluB fallt bei Verwendung von Magnesium- 
chlorid fort, und es gelingt, das Glykogen quantitativ zu fassen. 
Das Magnesiumchlorid dndert selbst in den hier angewandten 
hohen Konzentrationen den Drehwert des Glykogens nicht 
(vgl. Beispiel 2); auch die aus dem Analysengang noch vor- 
handenen Spuren von Alkali und Methanol haben keinerlei Ein- 
fluB auf die Drehung des Glykogens. Die Methode wurde in der 
Weise erprobt, daB man reines Glykogen (Merck) zu glykogen- 
freiem Gewebe in bekannten Mengen zusetzte. Wie die Beispiele 
am SchluB zeigen, erscheint das zugesetzte Glykogen bei der 
polarimetrischen Bestimmung quantitativ (vgl. Beispiel 4). Zur 
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Kontrolle wurden Blindbestimmungen ausgefihrt, d.h. der Ana- 
lysengang wurde ohne Zusatz von Glykogen nur mit Gewebe ge- 
macht. Dabei wurde keine Ablenkung des polarisierten Lichtes 
beobachtet (vgl. Beispiel 3), ein Zeichen dafir, daB die gemessenen 
Drehungen allein durch das Glykogen verursacht sind. Eine so 
wiedergewonnene Probe von Glykogen war stickstofffrei, enthielt 
also keine Polypeptide oder Aminosiuren. Durch nochmaliges 
Umfallen aus Wasser mit Methanol (evtl. mehrmals) kann man es 
auch aschefrei erhalten, da das Magnesiumchlorid alkoholléslich 
ist. Diese praiparative Darstellung des Glykogens ist schonend 
und einfach. Sie hat den besonderen Vorteil, da8 man ganzlich 
unabgebautes Glykogen erhalt, sofern man beim Aufschlu8 Luft- 
sauerstoff ausschlieBt, da sich das Glykogen bei der Darstellung 
in keiner Stufe in saurer Lisung befindet. 


Versuchsteil 


Die Organe werden sofort nach dem Téten des Tieres sehr 
schnell in ein Kohlensaure—Aceton-Kialtebad gebracht, um die 
Glykolyse zu unterbinden. Rund 0,5—2g Gewebe werden jn 
2 ccm vorgewirmte 30°/,ige Kalilauge in einem Zentrifugenglas 
von 15 ccm eingewogen und 2 Stunden im Wasserbad auf 100° 


erhitzt. Die Liésung wird mit etwa 10 ccm Methanol versetzt, 


nochmals kurz erwirmt, wobei sich dicke Flocken von Albuminen 
und Glykogen ausscheiden. Danach wird abgekihlt und 2 bis 
5 Minuten zentrifugiert (U = 3500/min.). Die itiberstehende Lisung 
wird abgegossen. Der Niederschlag wird nochmals mit 2 ccm 
Wasser aufgenommen und wie oben weiter behandelt. Zur Ent- 
eiweiBung wird der Niederschlag mit 2 ccm frisch bereiteter 
filtrierter Lésung aus 10g kryst. Magnesiumchlorid (MgCl, - 
6H,O) in 20 com Wasser verriihrt. Nach kurzem Erwirmen im 
Wasserbad flockt das EiweiB aus, das Glykogen befindet sich in 
Lésung. Man filtriert und wascht mit wenig Magnesiumchlorid- 
lésung einige Male gut aus. Das Filtrat-wird auf ein bestimmtes 
Volumen gebracht. Liegt sehr wenig Glykogen vor, so fillt man 
nur auf 5 ccm auf, sonst meistens auf 10 ccm. Der Gehalt der 
Lésung wird polarimetrisch in einem Mikrorohr von 20 cm Linge 
bestimmt (Inhalt etwa 3 ccm). Die spez. Drehung des reinen 
Glykogens (Merck) haben wir annahernd iibereinstimmend mit der 
Literatur gefunden [a]\? = + 195,0° statt [@]*° = + 196,5°%) (vgl. 
Beispiel 6). 
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Liegt reichlich und vor allem sehr hochpolymeres Glykogen 
vor, so sind die Lésungen triib-opalescierend. Man mu8 dann in 
entsprechend groBer Verdiinnung messen. Dies ist vor allem bei 
Leberglykogen der Fall. Da wir durch Aufarbeiten der ganzen 
Teber geniigend unveraindertes Glykogen hatten, konnten wir in 
der zu messenden Probe auch wie folgt vorgehen: Die zur polari- 
metrischen Messung nétige Menge der durch das hochpolymere 
Glykogen getriibten Lisung wird mit einem Tropfen konz. Salz- 
siure 1 Minute im siedenden Wasserbad erhitzt, und dann gleich 
unter flieBendem Wasser abgekihlt. Das Glykogen wird dadurch 
etwas abgebaut und gibt eine klare Lésung. Der Abbau ist jedoch 
nicht bis zu den Dextrinen fortgeschritten. Die Drehwerte solcher 
abgebauten Glykogene sind unverindert*) (vgl. Beispiel 5). 


Die Fehlergrenze ist durch den Ablesefehler am Polarimeter 
gegeben. Ein normaler Halbschattenapparat gestattet die Ab- 
lesung auf 0,01°; die einzelnen Ablesungen schwanken bei einiger- 
maBen klaren Lésungen um diesen Betrag um den Mittelwert. 
(Triibe Lésungen zeigen naturgemiB etwas gréBere Abweichungen 
vom Mittelwert.) Dieser kleinste ablesbare Winkel entspricht 
einer Konzentration von 0,0025°/, Glykogen, d.h. 0,125 mg in 
5 ccm. Dadurch ist die unterste Grenze der Bestimmbarkeit ge- 
geben. Die kleinste mit einiger Sicherheit noch bestimmbare 
Menge kann man dann ungefahr mit 1 mg + 0,13 mg annehmen. 
Bei héheren Glykogenwerten werden die Ergebnisse entsprechend 
genauer. | 


Diese Glykogenbestimmung erfordert wenig Zeit und eignet 
sich fir Serienanalysen. 


Beispiele 


Zu etwa 1g Leber des gleichen schon linger toten Tieres wurden 
verschiedene Mengen Glykogen zugegeben. Diese wurden wegen der stark 
hygroskopischen Eigenschaften des Glykogens nicht eingewogen, sondern 
als abgemessene Menge einer Stammlésung von reinem Glykogen zu- 
gegeben, deren Gehalt polarimetrisch bestimmt wurde. Rohrlange 20 em. 


~ [or]29 = + 196,5°. 


1. leem der Glykogenstammlésung wurde mit Wasser auf 10 cem 
aufgefiillt. Drehwert + 0,38°+0,01°. Das entspricht einer 0,097°/,igen 
Lésung oder 9,7 mg/10 cem + 0,3 mg. 


2. leem der Lésung wurde mit einer 30°/,igen MgCl,-Lésung auf 
10 cem aufgefillt. Drehwert + 0,39° + 0,01° = 9,9 mg/10 eem + 0,3 mg. 


3. Zu der Leber wurde kein Glykogen zugegeben. Nach den Analysen- 
gang wurde auf 10 cem aufgefiillt. Drehwert 0,00°+ 0,01°. 
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4.2). Zu der Leber wurden 0,25 cem Glykogenlésung zugegeben. 
Nach dem Analysengang und Auffiillen auf 10 cem war der Drehwert 
+ 0,10° + 0,01° = 2,5 mg/10 cem + 0,3 mg. 

b) Zu der Leber wurden 0,5 cem der Stammlésung zugegeben. Ana- 
lysengang, Auffiillen auf 10 ccm. Drehwert + 0,19°+ 0,01° = 4,8 mg/10 ecm 
+ 0,3 mg. 

e) Zu der Leber wurde 1 cem der Liésung gegeben. Nach dem Ana- 
lysengang wurde auf 10 ccm aufgefiillt. Drehwert + 0,39° + 0,01° = 
9,9 mg/10 ccm + 0,3 mg. 

d) Zu der Leber wurden 2ccm der Liésung gegeben. Nach dem 
Analysengang wurde auf 10ccm aufgefiillt. Drehwert + 0,80 + 0,02° 
= 20,3 mg/10 cem + 0,6 mg. 


5. a) Eine triibe Lésung von sehr hochmolekularem frisch hergestelltem 
Leberglykogen zeigt einen Drehwert von +0,40°+0,02°% Die gleiche 
Lésung mit einem Tropfen konz. Salzsiure 1 Minute zum Sieden erhitzt 
und gleich abgekihlt war klar und ergab einen Drehwert von + 0,39° + 0,01°. 

b) Eine triibe Lésung von Leberglykogen zeigt einen Drehwert 
von + 0,45°+0,02° Die gleiche Lésung wie oben behandelt war klar und 
zeigte einen Drehwert von + 0,45°+0,01°. 


6. Glykogen (Merck) wurde iiber P.O, bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Davon wurden 0,1090 g in Wasser gelést und auf 20 cem auf- 
gefiillt. c = 0,545°/,. Gefundener Drehwert + 2,13° + 0,01 [@]2° = +195,0° + 1°. 
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Die Bestimmung der Kieselsfure im Blut 


Von 


Heinrich Kraut und Marta Weber 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1942) 





Zur Bestimmung der Kieselsiure im Blut ist bisher noch 
kein befriedigendes Verfahren aufgefunden worden. Das von uns 
vor 10 Jahren ausgearbeitete gravimetrische Verfahren’) liefert, 
wie zuerst L. Lematte und E. Kahane”), spiter H. Frank und 
G. Gerstel*) feststellten, viel zu hohe Werte. Frank und Gerstel 
konnten fiir jede Bestimmung 100—300 ccm menschliches Blut 
verwenden, was die Genauigkeit ihrer Bestimmungen sehr erhéhte. 
Sie veraschen mit konzentrierter, dann mit rauchender Salpeter- 
siure, schlieBen mit Soda auf und bestimmen die Kieselsiure, 
wie iiblich, durch Abrauchen mit Salzsdure und anschlieBende 
Behandlung mit Flu8siure und Schwefelsiure. Sie finden in 
100 ccm Blut 0,5—3,2 mg Si0,. Lematte und Kahane be- 
stimmten die Kieselsiure ebenfalls gravimetrisch, verwendeten 
aber Perchlorsaiure statt Salzsiure zum Abrauchen und Unléslich- 
machen der Kieselsiure. Sie erhielten aus 100 ccm Blut 0 bis 
1 mg Kieselsiure. Unser gravimetrisches Mikroverfahren hatte 
dagegen 10—30 mg ergeben. Die kolorimetrischen Verfahren, die 
meist auf der leichten Reduzierbarkeit der Silicomolybdansaure 
zu Molybdinblau beruhen, liefern zwar bedeutend weniger Kiesel- 
siure, enthalten aber andere Fehlerquellen, auf die spiater ein- 
gegangen wird. 

Die Kieselsiurebestimmung im Blut ist deshalb so schwierig, 
weil die geringen Kieselsiuremengen von verhdltnismaBig groBen 
Mengen von Phosphorsaure und Kisen begleitet sind. Unser gravi- 
metrisches Verfahren bestand in der Veraschung des Blutes mit 
Salpetersiure und Schwefelsiure, Abrauchen mit Schwefelsiure 





1, H. Kraut, Diese Z. 194, 81 (1931). 
*) C. r. Acad. Sci. 196, 575 (1933). 
5) Diese Z. 253, 225 (1938). 
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4.a). Zu der Leber wurden 0,25 cem Glykogenlésung zugegeben. 
Nach dem Analysengang und Auffiillen auf 10 cem war der Drehwert 
+ 0,10° + 0,01° = 2,5 mg/10 cem + 0,3 mg. 

b) Zu der Leber wurden 0,5 cem der Stammlésung zugegeben. Ana- 
lysengang, Auffiillen auf 10 ccm. Drehwert + 0,19° + 0,01° = 4,8 mg/10 ecm 
+ 0,3 mg. 

ce) Zu der Leber wurde 1 ccm der Liésung gegeben. Nach dem Ana- 
lysengang wurde auf 10 ccm aufgefillt. Drehwert + 0,39° + 0,01° = 
9,9 mg/10 cem + 0,3 mg. _ 

d) Zu der Leber wurden 2 ecm der Liésung gegeben. Nach dem 


Analysengang wurde auf 10cem aufgefillt. Drehwert + 0,80 + 0,02° 
= 20,3 mg/10 cem + 0,6 mg. 


5. a) Eine triibe Lésung von sehr hochmolekularem frisch hergestelltem 
Leberglykogen zeigt einen Drehwert von +0,40°+0,02°. Die gleiche 
Lésung mit einem Tropfen konz. Salzsiiure 1 Minute zum Sieden erhitzt 
und gleich abgekiihlt war klar und ergab einen Drehwert von + 0,39° + 0,01°. 

b) Eine triibe Lésung von Leberglykogen zeigt einen Drehwert 
von + 0,45°+0,02°. Die gleiche Lésung wie oben behandelt war klar und 
zeigte einen Drehwert von + 0,45°+0,01° 


6. Glykogen (Merck) wurde iiber P,O, bis zur Gewichtskonstanz ge- 
trocknet. Davon wurden 0,1090 g in Wasser gelést und auf 20 cem auf- 
gefiillt. c = 0,545°/,. Gefundener Drehwert + 2,13° + 0,01 [a]2° = +195,0°+ 1°. 
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Die Bestimmung der Kieselsiure im Blut 
Von 


Heinrich Kraut und Marta Weber 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie, Dortmund) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1942) 





Zur Bestimmung der Kieselsiure im Blut ist bisher noch 
kein befriedigendes Verfahren aufgefunden worden. Das von uns 
vor 10 Jahren ausgearbeitete gravimetrische Verfahren’) liefert, 
wie zuerst L. Lematte und E. Kahane”), spiter H. Frank und 
G. Gerstel) feststellten, viel zu hohe Werte. Frank und Gerstel 
konnten fiir jede Bestimmung 100—300 ccm menschliches Blut 
verwenden, was die Genauigkeit ihrer Bestimmungen sehr erhéhte. 
Sie veraschen mit konzentrierter, dann mit rauchender Salpeter- 
sdure, schlieBen mit Soda auf und bestimmen die Kieselsiure, 
wie iiblich, durch Abrauchen mit Salzsiure und anschlieBende 
Behandlung mit Flu8siure und Schwefelsiure. Sie finden in 
100 ccm Blut 0,5—3,2 mg 8i0,. Lematte und Kahane be- 
stimmten die Kieselsiure ebenfalls gravimetrisch, verwendeten 
aber Perchlorsaure statt Salzsiure zum Abrauchen und Unléslich- 
machen der Kieselsiure. Sie erhielten aus 100 ccm Blut 0 bis 
1 mg Kieselséure. Unser gravimetrisches Mikroverfahren hatte 
dagegen 10—30 mg ergeben. Die kolorimetrischen Verfahren, die 
meist auf der leichten Reduzierbarkeit der Silicomolybdansiure 
zu Molybdinblau beruhen, liefern zwar bedeutend weniger Kiesel- 
siure, enthalten aber andere Fehlerquellen, auf die spater ein- 
gegangen wird. 

Die Kieselsiurebestimmung im Blut ist deshalb so schwierig, 
weil die geringen Kieselsiuremengen von verhiltnismaBig groBen 
Mengen von Phosphorsaéure und Kisen begleitet sind. Unser gravi- 
metrisches Verfahren bestand in der Veraschung des Blutes mit 
Salpetersiure und Schwefelsiure, Abrauchen mit Schwefelsdiure 





1 H. Kraut, Diese Z. 194, 81 (1931). 
*) C. r. Acad. Sci. 196, 575 (1933). 


5) Diese Z. 253, 225 (1938). 
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zur Gewichtskonstanz, hierauf Verfliichtigen der Kieselsiure mit 
FluBsaure und Schwefelsiure. Die Gewichtsabnahme durch die 
Behandlung mit FluBsiure betrug nur einen geringen Bruchteil 
der gesamten durch die Veraschung erhaltenen Substanzmenge. 
Die Gegenwart der Phosphorsiure verlangte ein sehr genaues 
Einhalten der Arbeitsbedingungen bei der Ermittlung der Ge- 
wichtskonstanz, da je nach der angewandten Temperatur Pyro- 
oder Metaphosphat entsteht. Eine weitere Fehlerquelle bildete 
die, wenn auch geringe Flichtigkeit von Eisen- und Aluminium- 
fluorid, die bei dem groBen Uberschu8 der Eisen- und Aluminium- 
verbindungen iiber die Kieselsiure zu hohe Kieselséurewerte vor- 
tiuschen kann. 

Um diese Schwierigkeiten zu vermeiden, versuchten wir, die 
Kieselsiure nach dem Abrauchen mit Salzsaéure durch Filtration 
yon den léslich gebliebenen stérenden Begleitstoffen zu trennen. 
Bei Anwendung von 3—5 ccm Blut, welche Mengen fir Serien- 
analysen allein in Frage kommen, bereitete aber die vollstindige 
Abscheidung und die Sammlung der Kieselsiure auf dem Filter 
neue und schwer zu iiberwindende Schwierigkeiten. Das Ab- 
rauchen mit Perchlorsiure nach dem Verfahren von L. Lematte, 
G. Boinot, E. Kahane und M. Kahane?) bewirkte in unseren 
Versuchen keinen deutlichen Unterschied gegeniiber dem iiblichen 
Abrauchen mit Salzsiure. Einen wesentlichen Fortschritt be- 
deutete dagegen die Verwendung von Filtertabletten (Tabletten 
aus reinem Filterstoff Nr. 292 von Schleicher u. Schill) an Stelle 
der Filtrierpapiere, weil der Filterschlamm die Kieselsaure voll- 
stindiger zuriickhalt. 

Wir schiitteln dazu '/, Filtertablette im Reagenzglas mit etwa 10 ccm 
doppeltdestilliertem Wasser heftig durch, bringen die Hilfte des ent- 
standenen Breies in ein Filtrierréhrchen von etwa 1,5 em Durchmesser, in 
dem sich unten ein mit Stiel versehener Glasknopf befindet, saugen langsam 
ab und waschen 2mal mit doppeltdestilliertem Wasser nach. Bevor alles 
Wasser entfernt ist, wird das Absaugen unterbrochen. Die im Platintiegel 
befindliche Kieselsiure, die wir nach dem Veraschen mit Salpetersiure 
durch 3 maliges Abdampfen mit je 2 cem konzentrierter Salzsiure unléslich 
gemacht hatten, wird mit wenig Wasser aufgeschlimmt, und dann der Rest 
des Filterschlammes in den Tiegel gegeben. Nach griindlichem Umriihren 
mit einem Platindraht bringt man den Tiegelinhalt auf das vorbereitete 
Filtrierrdhrehen und saugt vorsichtig, so da8 die Flissigkeit tropfenweise 
abflieBt. Der Tiegel wird noch 2 mal mit 5 cem Wasser nachgespiilt. Dann 


saugt man kriftig Luft durch, bis der Filterkuchen ziemlich trocken ge- 
worden ist und schiebt ihn mit Hilfe des Glasstieles in den Platintiegel 





) C.r. Acad. Sci. 192, 1459 (1931). 
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guriick. Der Filterkuchen wird im Trockenschrank getrocknet, mit H,O, 
befeuchtet und verascht, was sehr rasch und vollstindig gelingt. Nun wird 
mit Schwefelsiure zur Gewichtskonstanz abgeraucht und die Kieselsiure, 
wie iiblich, durch Abrauchen mit Flu8siure und Schwefelsiure bestimmt. 
Mit Mengen von 10—20 mg SiO, bereitete die Analyse nunmehr keine 


Schwierigkeiten. Die von uns bendtigte GréBenordnung schien aber un- 
gefaihr 10 mal geringer zu sein. 


In 25 Analysen mit 2 cem einer Natriumsilikatlésung, enthaltend 
0,94 mg SiO,, wurden durchschnittlich 0,68 mg SiO, gefunden, entsprechend 
einer Ausbeute von 70°/,. Der héchste Wert war 0,84 mg = 90°/,, der 
niederste 0,57 mg = 61°/,. Noch schlechter waren die Resultate bei An- 
wendung von 1 ccm mit 0,47 mg SiO,. Wir fanden in 17 Analysen durch- 
schnittlich 0,28 mg = 60°/,. Der héchste Wert war 81°/,, der niederste 
43°/,. Offenbar ist die Léslichkeit der Kieselsiure nach dem Abrauchen 
mit Salzsiure oder Perchlorsiure zu gro8, um so kleine Mengen mit ge- 
niigender Sicherheit erfassen zu kénnen. Aus dem Filtrat erhielten wir 
beim Eindampfen mit Salzsiure regelmifSig noch kleine Mengen unléslicher 
Kieselsiure. Wir schrinkten daher die Flissigkeitsmenge beim Uberspiilen 
und Auswaschen der Kieselsiure méglichst ein (auf etwa 25 cem). Dadurch 
verbesserte sich die Ausbeute bei Anwendung von 1 mg SiO, auf 80°/), bei 
Anwendung von 0,5 mg SiO, auf 70°/,. 


Wir versuchten nun, diese Methode auf das Blut. anzuwenden, 
unter Bewertung der durchschnittlichen Fehler. Die Kieselsaiure- 
mengen, die wir dabei im Blut fanden, waren aber oft auBSer- 
ordentlich gering, z. B. in 10 ccm Hundeblut 0,13 und 0,18 mg, 
in 10 ccm menschlichem Blut 0,17 und 0,19 mg. Auch war es 
eine uniiberblickbare Fehlerquelle, daB man bei jedem Kindampfen 
des Filtrates mit Salzsiure immer neue Mengen unlislicher Kiesel- 
siure, z. B. 0,03—0,06 mg Si0, erhielt, die, wie wir jetzt wissen, 
teils aus der Salzsiure, teils aus den GlasgeféBen stammte. Hine 
gravimetrische Bestimmung der Kieselséure im Blut scheint uns 
daher unméglich, wenn man nicht Blutmengen von 200—300 ccm 
verwenden kann. Als Ergebnis unserer zahireichen Versuche zur 
gravimetrischen Bestimmung war nur festgestellt, daB die Menge 
der Kieselsdure in 100 ccm Blut nicht, wie wir friiher angenommen 
hatten, 10—30 mg, sondern héchstens 1—2 mg betragen konnte. 
Zu deren Bestimmung kommt bei Anwendung von 3—5 ccm Blut 
nur ein kolorimetrisches Verfahren in Betracht. 

Die Fehlerquellen der colorimetrischen Verfahren sind von 
J. Bodnar und T. Térék!) eingehend geschildert worden. Da 
Phosphormolybdansiure unter Ahnlichen Bedingungen zu Molybdin- 
blau reduziert wird wie Silicomolybdinsiure, muB man entweder 
die Phosphorsiure ausfallen, oder durch geeignete Zusitze (z. B. 





1) Diese Z. 261, 257 (1939). 
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Oxalsiure) die Bildung der Phosphormolybdinsiure verhindern. 
Eisen gibt mit Silicomolybdinsaiure eine braune Farbe, es mu 
daher unter allen Umstainden entfernt oder durch Komplexbildung 
ausgeschaltet werden. Jede Fiallung der Phosphorsaure oder des 
Eisens bringt aber die Gefahr eines Hinschlusses von Kieselséure 
mit sich. E. J. King und H. Stantial") finden awar héhere Be- 
triage an Kieselsiure, wenn sie das Hisen als Ferriphosphat statt 
als Ferrihydroxyd ausscheiden, aber diese Verbesserung geniigt 
nicht, um Verluste ganz zu verhindern. 

Bodnar und Térék vermeiden daher die Fallung von HKisen 
iiberhaupt, sondern schalten es durch Komplexbildung mit Kalium- 
cyanid und Citronensiure aus. Aber sie fallen die Phosphor- 
siure mit Magnesiamixtur, wobei nach unseren Erfahrungen eben- 
falls Kieselsiure mitgefallt werden kann. 

Die gréBte und bisher nicht erkannte Fehlerquelle aller 
Kieselsiurebestimmungen im Blut ist aber der Kieselsiuregehalt 
der zur Bestimmung verwendeten Reagentien. Er lieB sich erst 
mit Sicherheit erkennen, als durch das ausgezeichnete kolori- 
metrische Mikroverfahren von C. Urbach?) die Bestimmung von 
sehr kleinen Kieselsiuremengen méglich war. Wir analysierten 
einige gebrauchliche Reagentien zur Kieselséurebestimmung (simt- 
lich p. a. von E. Merck, Darmstadt) und fanden: 


in 10 cem konzentrierter Salzsiure. . ... . 10—30y SiO, 
in 10 com konzentrierter Salpetersiure. . . . z.B. 6y SiO, 
in 10 cem rauchender Salpetersiure .. ...2.B. 7y SiO, 
in 10 cem konzentrierter Schwefelsiure . . . z. B. 107 SiO, 
in 1g  Natriumkaliumearbonat ...... z. B. 127 SiO,. 


Man mu8 daher den Kieselsiuregehalt der verwendeten Re- 
agentien stets in einem Kontrollversuch quantitativ bestimmen 
und von dem Ergebnis des Hauptversuches abziehen. 

C. Urbach bestimmt die Kieselsiure durch Reduktion der 
Silicomolybdansaiure zu Molybdinblau mit Hydrochinon und nach- 
folgender Behandlung mit Natriumsulfit und Soda, wobei er die 
gleichzeitige Reduktion der Phosphormolybdansaure durch Kom- 
plexbildung der Phosphorsiure mit Oxalsiure verhindert. Will 
man das Urbachsche Verfahren auf die Kieselsiurebestimmung 
im Blut anwenden, so muB vorher das Eisen entfernt werden. 
Hierfiir haben wir ein in bezug auf die Kieselsiure véllig ver- 
lustfreies und doch zuverlassiges Verfahren ausgearbeitet: die bei 





1) Biochemic. J. 27, 990 (1933). 
*) Mikrochemie 14, 189 (1934). 
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Metallanalysen gebriuchliche Ausschiittlung von Ferrichlorid aus 
stark salzsaurer Lésung mit Ather. Die nach dem Veraschen 
des Blutes und Aufnehmen der Asche in starker Salzsiure gelb 
gefarbten Lésungen werden durch 2maliges Ausschiitteln mit 
der doppelten Athermenge villig entfarbt. Die verbleibenden 
Spuren von Hisen stéren die Anwendung des Urbachschen Ver- 
fahrens nicht mehr. Allerdings gelingt der Ausschlu8 der Phosphor- 
siure in den Versuchsansitzen nur bis zu Mengen von 0,5 mg P. 
Da das Blut zwischen 0,2 und 0,3 mg P pro Kubikzentimeter 
enthalt, hat es keinen Zweck, mehr als 1 com Blut anzuwenden. 


Um bei geringen Kieselsiiuremengen die schwache Farbung noch mit 
geniigender Sicherheit kolorimetrieren zu kénnen, verwenden wir Kiivetten 
gréBerer Linge bis zu 150mm. Damit gelingt es, noch 0,57 Kieselsiure 
in leem Blut nachzuweisen. In der 150 mm-Kiivette geben zwar auch 
kleinere Mengen noch einen ablesbaren Farbunterschied. Da die Blut- 
kieselsiure durch eine Differenzbestimmung der Kieselsiure im Versuchs- 
ansatz und in den Reagentien ermittelt wird, sind Mengen unter 0,5 7 nicht 
mehr mit Sicherheit erfaBbar. 

Um den Kieselsiuregehalt der Leerbestimmung méglichst gering zu 
halten, stellen wir uns neuerdings die Salzsiure, welche den gréSten Bei- 
trag zu dem Kieselsiuregehalt der Leerbestimmung liefert, aus Natrium- 
chlorid und Schwefelsiiure selbst her. Den Chlorwasserstoff leiten wir 
durch ein Kunststoffréhrehen in ein Gefi8 aus Kunststoff ein und verdiinnen 
die entstandene konzentrierte Salzsiure auf einen Gehalt von 25°/,. Bei 
gutem Ausschlu8 von Staub sind solche Lésungen mehrere Tage ver- 
wendbar. Sie enthalten in den zur Bestimmung benétigten 10 cem un- 
gefihr 1 y SiO, Die gesamte Korrektur infoige des Kieselsiuregehaltes 
der Reagentien betrigt nun noch 5—10y SiO,, also ungefihr ebensoviel, 
als 1 ecm Blut enthilt. 

Den Blutproben zugesetzte Kieselsiuremengen von 3—30 y finden wir 
mit Sicherheit wieder. Analysen bekannter Mengen von Kieselsiure in 
Salzgemischen, die dem Blut entsprechen, gaben befriedigende Werte, so 
da8 wir unser neues Verfahren fiir geniigend zuverlissig ansehen. 


In 100 ccm Blut von 22 normalen Menschen fanden wir 
zwischen 0 und 1,1 mg Kieselsiure, im Durchschnitt 0,55 mg. 
Die GréBenordnung unserer Werte deckt sich also mit den An- 
gaben von Lematte und Kahane. Auch die von E. J. King 
und M. Dolan!) angefihrten 5 Kieselsiurebestimmungen liegen 
innerhalb dieses Bereichs. Schwer zu erkliren ist der Befund 
von H. Weil’), der mit Hilfe der Spektralanalyse héchstens 
0,05 mg SiO,, also nur den zehnten Teil in seinen Blutproben 
feststellen konnte. Die iibrigen Zahlen der Literatur iiber den 





1) Canad. med. Assoc. J. 31, 21 (1934). 
2) Arch. f. exper. Path. 188, 377 (1938). 
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Kieselsiuregehalt des Blutes sind wesentlich héher. So finden 
Bodnar und Térék 2—7 mg, C. Richter’) 16—56 mg. 
Unseren jetzigen Bestimmungen am nichsten kommen die Werte 
von E. J. King, H. Stantial und M. Dolan®, die zwischen 
0,7 und 2,2 mg, und von Frank und Gerstel, die 0,5—3,2 mg 
in 100 ccm Blut finden. Aber auch diese sind wohl nicht als 
geniigend sicher anzusehen, zumal sich jedesmal zwei Fehler- 
quellen kompensierten: bei der Methode von King, Stantial 
und Dolan der Verlust von Kieselsiure beim Ausfallen des 
Kisens und Phosphates, bei der von Frank und Gerstel die 
Filtrationsverluste der mit Salzsdiure abgerauchten Kieselsdure, 
bei beiden Methoden die Zufuhr unkontrollierbarer Mengen von 
Kieselsiure durch die verwendeten Reagentien. Wir halten es 
fiir notwendig, auch die Angaben iiber den Kieselséuregehalt im 
Blut von Kranken und diejenigen iiber Verinderungen der Blut- 
kieselsiure durch Kieselsiurezufuhr oder operative Eingriffe einer 
neuen Bearbeitung zu unterziehen. 


Bestimmungsmethode 


Etwa 3—4ccm Blut werden der Vene entnommen, in eine 
Platinschale gegeben und auf der Heizplatte gut getrocknet. 
Hierauf zerreibt man das Blut in einem Achatmérser zu einem 
staubfeinen Pulver, trocknet es bei einer Temperatur von 100 
bis 110° bis zur Konstanz und wagt die einem Kubikzentimeter 
entsprechenden Proben (im allgemeinen 0,22 g) in Platintiegel ein. 
Hauptsichlich beim Pulverisieren und Abwiegen ist peinlich 
darauf zu achten, da8 keine Verunreinigung durch kieselsdure- 
haltigen Staub eintritt. Nun wird das Trockenpulver bei kleiner 
Flamme langsam verascht, bis keine Gasentwicklung mehr sicht- 
bar ist. Wenn dieses Stadium erreicht ist, gliiht man bei voller 
Flamme bis zu vollistindiger Veraschung. Nach dem Abkihlen 
werden 10 ccm 25°/, ige Salzsiure (entweder p. a. oder besser aus 
Kochsalz und Schwefelséure frisch hergestellte) in den Tiegel 
gegeben, wobei man die Flasche umschwenkt, um denselben 
Kieselsiuregehalt bei der Hauptanalyse und der Reagentien- 
analyse zu erreichen. Dann erwarmt man leicht, bis der Inhalt 
gelést ist, 14Bt den Tiegel erkalten, spilt die Flissigkeit mit un- 
gefahr 30 ccm chemisch reinen Athers in einen Scheidetrichter 





1) Arbeitsschutz 1940, 87. 
*) Biochemic. J. 27, 1002 (1933). 
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aus Jenaer Glas von 150—200 ccm Fassungsvermégen und 
schiittelt gut durch. Nach dem Absitzen ist die waBrige Flissig- 
keit farblos, der Ather leicht gelb gefarbt. Die Flissigkeit bleibt 
einige Minuten stehen, um ein restloses Trennen beider Lésungen 
herbeizufiihren. Jetzt wird der Ather mittels eines Glasréhrchens, 
das mit einer Saugpumpe verbunden ist, vorsichtig abgehebert 
und das Ausschiitteln mit ungefahr 20 ccm Ather wiederholt. 
Man wartet kurze Zeit und laBt dann die wiaBrige Schicht aus 
dem Scheidetrichter in den bereits benutzten Platintiegel flieBen. 
Die Salzsiure wird auf einer Heizplatte vollstandig abgeraucht 
und der Riickstand durch 20 Minuten langes Glihen mit 0,20 g 
KNaCO, (p. a.) aufgeschlossen. Die Schmelze nimmt man mit 
etwas Wasser auf, neutralisiert mit einigen Tropfen verdiinnter 
Salzsiure (1:10) und lat einige Minuten auf dem kochenden 
Wasserbad stehen. Nach dem Abkiihlen wird der Tiegelinhalt 
in einen 100 ccm fassenden Jenaer Schiittelzylinder gebracht. 
Eine hauchfreie Triibung stért manchmal das Kolorimetrieren. 
Daher filtrieren wir durch ein quantitatives Filter (Schleicher und 
Schill Nr. 590) und waschen mit doppelt destilliertem Wasser 
Tiegel und Filter griindlich aus. 

Der Herstellung der Vergleichslésung mu8 besondere Auf- 
merksamkeit gewidmet werden. Man raucht in einem 2, Platin- 
tiegel 10 ccm der verwendeten Salzsaiure ab, schlieBt mit 0,20 g 
KNaCO, auf und verfaihrt nun weiter wie bei der Hauptanalyse. 


Bestimmung der Kieselsiure nach Urbach. — Benitigte 
Reagentien. 1. Molybdinsiurelésung: 5 g reines Ammoniummolybdat 
werden in 100 ccm phosphorfreier n-Schwefelsiure gelést, wobei jede Er- 
hitzung zu vermeiden ist. 5 cem dieser Lésung versetzt man mit 5 cem der 
Hydrochinonlésung (2) und fiigt nach 5 Minuten 25 cem Carbonatsulfit- 
mischung (3) hinzu. Die Lésung mu8 farblos bleiben. Ist dies nicht der 
Fall, so war das verwendete Ammoniummolybdat oder die Schwefelsiure 
verunreinigt, und die Lésung ist unbrauchbar. 

2. Hydrochinonlésung: 4g Hydrochinon lést man unter Zusatz von 
0,2 cem konzentrierter Schwefelsiure in 200 cem Wasser. Die Lésung 
muB8 gut verschlossen aufbewahrt werden. Dunkelgefirbte Lésungen sind 
unbrauchbar. 

3. 30 g Natriumsulfit wasserfrei lést man in 200 ccm Wasser und fiigt 
800 cem einer 20°/,igen Lésung wasserfreier Soda hinzu. Die Lésung wird 
filtriert. Die Carbonatsulfitmischung mu8 gut verschlossen aufbewahrt 
werden und ist héchstens 2 Wochen haltbar. 

4, Oxalsiiure: 4°/,ig. 

Zur iibergespiilten Flissigkeitsmenge, die ungefiihr 30, hédchstens 
40 ecm betragen soll, werden 5 com Ammoniummolybdatlésung hinzugefiigt 
und 2 Minuten gewartet, bis sich der Silicomolybdinkomplex und auch der 
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Phosphormolybdinkomplex gebildet haben. Nun erfolgt die Zugabe von 
5eem Oxalsiure und von 5 cem Hydrochinonlésung. Wihrend die Oxal- 
siure den gebildeten Phosphormolybdinkomplex wieder auflést, beginnt 
das Hydrochinon den gelben Silicomolybdinkomplex zu einem blauen Farb- 
ton zu reduzieren. Die Reduktion wird erst durch den nach 5 Minuten 
erfolgenden Zusatz von 32 ccm der Sodasulfitlésung vollstiindig. Man fillt 
mit destilliertem Wasser auf 100 ccm auf und mi8t die blaue Farbe in 
einem Pulfrichphotometer unter Vorschaltung des Filters 8 61 gegen die 
mit den verwendeten Reagentien hergestellte Vergleichslésung. 

Wir benutzen beim Photometrieren im allgemeinen Kiivetten von 
50 mm Schichtdicke. Enthilt die Blutprobe weniger als 5 y SiO,, 80 
nehmen wir Mikrokiivetten von 150 mm Schichtdicke. Um die der ab- 
gelesenen Extinktion entsprechende SiO,-Menge zu erhalten, bedienen wir 
uns der von Urbach aufgestellten Tabelle unter Umrechnung auf die ver- 
wendete Schichtdicke. 


Ergebnisse 


Die Analysen des Blutes von 22 gesunden Menschen sind 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 
































Versuchs- Gefunden in 1 ccm mg SiO, 

Nr. person iain y SiO, in 100 ecm 

1 H.K. ¢ 17.12. 41 6,1; 6,5 0,63 

2 L.R. Q 6. 1.42 ae; 18 0,19 

3 M.W. 9 8. 1.42 10,5; 10,6 1,05 

4 M.R. 9 13. 1.42 = eS 0,17 

5 .| R.Sch. 9 15. 1.42 tm an. 18 0,74 - 

6 E.K. ¢& 21. 1.42 O89 0*) 

7 H.8. 9Q 30. 1.42 6,8; 4,6 0,57 

8 G.B. @ 31. 1.42 6,8; 6,8 0,68 

9 E.E. ¢& 2. 2.42 4,0; 4,4 0,42 
10 W.K. ¢ 4, 2.42 4,0; 5,2 0,46 
11 H.W. 9 10. 2.42 5,0; 5,2 0,51 
12 H.V. ¢& 12. 2.42 4,4; 0,44 
13 RE. ¢ 12. 2,42 5,0; 5,4 0,52 
14 F.M. ¢ 12. 2.42 10,4; 1,04 
15 W.R. ¢& 16. 2.42 10,6; 9,0 0,98 
16 on: 2 18. 2.42 5,8; 5,8 0,58 
17 A.W. 9 21. 2.42 5,8; 5,8 0,58 
18 H.St. 9 24. 2,42 4,4; 4,4; 4.4 0,44 
19 mes. 25. 2.42 2,2; 2,2 0,22 
20 ine. @ 6. 3.42 1,9; 0,19 
21 S.d.M. 3 18. 3.42 9,2; 9,2; 10,4 0,96 
22 “ua & 28. 3.42 9,0; 7,6 0,83 


*) bedeutet: sicher weniger als 0,05 mg in 100 ccm. 
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Prifung auf das Vorkommen von d-Glutaminsdiure in Eiweif 
von malignen Tumoren und von normalen Organen 


Von 
Emil Abderhalden 





(Aus dem Physiologischen Institut der Martin-Luther-Universitat Halle a. 8.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 29. April 1942) 


Die Mitteilung von Fritz Kégl und Hanni Erxleben!) 
iiber das Vorkommen von racemischen Aminosduren in bésartigen 
Tumoren hat der Erforschung der besonderen biologischen Eigen- 
art der Carcinomzelle einen ganz gewaltigen Auftrieb gegeben. 
Ks war nicht der Befund an d,l-Aminosauren allein, der gréBtes 
Aufsehen erregte, vielmehr waren es die in geistvoller Weise an 
den erhobenen Befund gekniipften Ideen, die gefangen nahmen. 
Die Besonderheit der ,,bésartigen Zelle“ bestiinde nach diesen 
darin, daB der stereochemische Aufbau von in ihr befindlichen 
Proteinen abgeartet wire, das hitte zur Voraussetzung, dab 
irgendwie der fermentative Zellapparat anders funktioniert als 
unter normalen Verhiltnissen. Es lag nahe, die Frage auf- 
zuwerfen, ob nicht vielleicht in der Krebszelle Eiweibstoffe vor- 
handen sind, die ganz und gar aus d-Aminosduren bestehen. 
Daneben kénnten Proteine vorhanden sein, die die normale Kon- 
figuration aufweisen. LaBt sich die Beobachtung von Kégl und 
Erxleben fiir alle malignen Tumoren eindeutig beweisen, dann 
ist der nachste Schritt der Forschung der, das EiweiBgemisch, 
das man aus Tumoren erhalten kann, in einzelne Individuen auf- 
zuteilen und diese fiir sich zu untersuchen. Der erwaihnte Be- 
fund ware noch viel iiberraschender gewesen, wenn nicht zuvor 
festgestellt worden wire, daB im Organismus eine sehr wirksame 
d-Aminosaureoxydase vorkommt, die d-a-Aminosduren oxydativ 
desaminiert. Noch friiher hatte die Beobachtung sehr zu denken 
gegeben, daB aus a-Aminosiuren e«-Ketosiuren gebildet werden 
kénnen, aus denen dann reversibel wieder «-Aminosiuren hervor- 
gehen. Da die Ketoséuren symmetrisch gebaut sind, mu8 irgend- 
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ein Mechanismus vorhanden sein, der zur optisch-aktiven Amino- 
siure fihrt. Allem Anschein nach sind zwei Méglichkeiten im 
Organismus gegeben, die zu einem Konfigurationswechsel fihren?), 
Auf der einen Seite kann die Aminosaureoxydase die eine Kom- 
ponente der d,l-Verbindung abbauen; auf der anderen kommt die 
von verschiedenen Seiten mitgeteilte Feststellung in Betracht, wo- 
nach d-e-Aminosiuren im Organismus unmittelbar in 1-e-Amino- 
siuren umgelagert werden kiénnen. Es ist jedoch nicht aus- 
geschlossen, daB auch hierbei der Weg iiber die entsprechende 
a-Ketosaure fiihrt. Unter dem Eindruck der neuesten Forschungs- 
ergebnisse iiber den Zellstoffwechsel tiberrascht es uns nicht mehr 
so sehr, wenn Konfigurationen auftreten, die friiher als vollkommen 
fremdartig galten. Vielfach sind es Fermentsysteme, die uns 
darauf aufmerksam machen, daB in der Aminosaurereihe eine 
d-Komponente durchaus nicht fremdartig zu wirken braucht. Es 
sei in dieser Hinsicht auf die neueste Entwicklung der Forschung 
tiber das Vorkommen von d-Polypeptidasen hingewiesen. Auch 
dieses Forschungsgebiet hat von den Arbeiten von Kégl und 
Erxleben aus Antrieb erhalten. 


Kégl und Erxleben haben bereits darauf aufmerksam ge- 
macht, daB bei der Hydrolyse verschiedenartiger EiweiB®kérper, 
die nicht bésartigen Geschwiilsten entstammten, d,l-Aminosduren 


aufgefunden worden sind. Aus meiner sehr groBen Erfahrung 


tiber EiweiBhydrolysen kann ich berichten, daB bei der Aufarbei- 
tung der verseiften Aminosiureesterfraktionen nicht so selten 
Anteile aufgefunden wurden, deren Drehungsvermégen die spezi- 
fische Drehung der in Frage kommenden Aminosiure nicht ganz 
erreichte*). Es entstanden jeweilen bei der an sich recht schwie- 
rigen Isolierung der einzelnen Aminosauren erhebliche Verluste, 
wenn es galt, Ausbeuten anzugeben, die sich auf die vollkommen 
reine 1-Aminosiure bezogen. Beim Prolin hat Emil Fischer 
zum vornherein l- und d,l-Prolin als regelmaBige Bestandteile 
der Prolinfraktion angegeben. Er hat ein Trennungsverfahren 
fiir beide Antipoden ausgearbeitet. Das Auftreten von Amino- 
siuren, die nicht die geforderte Drehung aufwiesen, wurde zum 
Teil auf die angewandte Methode der Hydrolyse zuriickgefihrt, 
zum Teil wurde angenommen, und in manchen Fallen auch be- 
wiesen, daB trotz anscheinender Reindarstellung Gemische von 





*) Vor kurzem hat B. W. Town’) mitgeteilt, daB er bei der Hydrolyse 
von Gliadin 1,93°/, des gesamten Proteins an d,l-Glutaminsiure erhalten habe. 
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KiweiBbausteinen vorlagen. Wer sich sehr eingehend mit den 
Produkten der Hydrolyse von KiweiBstoffen beschiaftigt hat, weiB, 
welcher Sorgfalt es bedarf, um einheitliche Verbindungen zu iso- 
lieren. Immer wieder erlebt man Uberraschungen, und zwar in 
dem Sinne, daB scheinbar einheitliche Produkte in Wirklichkeit 
Mischkrystalle von verschiedenen Aminosauren darstellen. 

Kégl und Erxleben haben hervorgehoben, daB die Glut- 
amins&ure in Tumoren besonders stark in der d-Form vertreten 
sei. Das ist der Grund, weshalb sich die Nachuntersuchungen 
ganz speziell auf das Vorkommen von d,]-Glutaminsaure in Tumor- 
eiweiB konzentriert haben. Ich habe meine Untersuchungen im 
wesentlichen auch auf das Vorhandensein dieser Aminosiure in 
der d-Form beschrankt, und das insbesondere auch deshalb, weil 
ich vor 35 Jahren aus bestimmtem AnlaB die Glutaminsdure- 
fraktionen von pflanzlichen und tierischen EiweiBstoffen besonders 
sorgsam untersucht habe. Es ergab sich, da8 in sehr hoher 
Ausbeute reine 1-Glutaminsiure erhalten wurde. Nur ganz ver- 
einzelt waren 1—2°/, d,l-Glutaminsiure festgestellt worden. Ich 
habe einen Teil der damals isolierten Glutaminsiurepriparate 
nochmals auf ihr optisches Verhalten gepriift, und zwar insbesondere 
die aus den letzten Mutterlaugen gewonnenen Krystallfraktionen. 
Die erhobenen Befunde bestatigen die friihere Feststellung der 
optischen EKinheitlichkeit der isolierten Glutaminsiure. Seinerzeit 
sind auch Tiertumoren der Hydrolyse unterworfen worden, und 
zwar Brown-Pearce-Tumoren und Jensen-Sarkom. Ein ver- 
mehrtes Vorkommen yon d,1-Glutaminséiure und von anderen 
racemischen Aminosaéuren wurde nicht beobachtet, jedoch betrug 
bei diesen Untersuchungen die Ausbeute an Glutaminsiure nur 
6,5—8°/,, berechnet auf den KiweiSgehalt des jeweiligen Tumors. 
Dieser wurde durch Multiplikation des Stickstoffgehaltes des 
Hydrolysates mit 6,25 ermittelt. Da nun das salzsaure Salz der 
d,l-Glutaminsiure lislicher ist als das der l-Glutaminsaure, be- 
steht durchaus die Méglichkeit, daB die Racemform der Beobach- 
tung entgangen ist. 

In der oben (A) zitierten Arbeit von Kégl und Erxleben 
ist bedauerlicherweise tiber die Schwierigkeiten der Ab- 
trennung von l- und d,l-Glutaminsiaure nichts mitgeteilt. 
Es ist nicht erwahnt, daB zunichst das salzsaure Salz der 1-Amino- 
siure auskrystallisiert und erst spiter die d,l-Form. Erst als 
Nachpriifer die Befunde von Ké6gl und Erxleben nicht bestatigten, 
wurde auf die so au8erordentlich wichtige Fehlerquelle hingewiesen, 
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namlich, daB das salzsaure Salz der 1-Form unter Belassung der 
d,l-Form in der Mutterlauge herausgeholt wird. In einer besonderen 
Arbeit’) haben F. Kégl, H. Erxleben und A. M. Akkerman 
die von Emil Fischer*) gemachte Beobachtung, wonach das 
salzsaure Salz der d,l-Glutaminsiure etwa doppelt so léslich ist 
als die 1-Form, an Hand sehr sorgsam durchgefiihrter Versuche 
bestatigt. Eigene Versuche fihrten zum gleichen Ergebnis. 


Wir fiihrten den Beweis auf zwei Arten**). Einmal wurden abgewogene 
Mengen von 1- und d,1-Glutaminsiure mit einer abgemessenen Menge 
25°/,iger Salzsiure versetzt und im zugestépselten, aus alkalifreiem Glas 
bestehenden Réhrchen wihrend 8 Stunden bei 22° geschiittelt. Die Lésung 
wurde dann abgegossen, zentrifugiert und abgemessene Anteile beider Lé- 
sungen in Quarzschalen zur Trockene verdampft.- Der Riickstand wurde 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Bei der 1-Form betrug der °/,-Gehalt 
der Lésung 1,03, bei der d,l-Form 2,44. In einem zweiten Versuch wurden 
abgewogene Anteile der salzsauren Salze von 1- und d,|}-Glutaminsiure in 
einem Quarzkélbchen mit einer bestimmten Menge 25°/,iger Salzsdure 
8 Stunden bei bestimmter Temperatur geschiittelt. Die Lésung wurde ab- 
gegossen, zentrifugiert und anschlieBend polarisiert. Es lie sich so fest- 
stellen, in welchem Verhiltnis sich 1l- und d, 1-Glutaminsiurechlorhydrat 
gelést hatten. Auch hier ergab sich mime die gréBere Léslichkeit der 
salzsauren Racemform. 


Die oben genannten Autoren teilen S. 144 der zitierten Ar- 
beit *) folgendes mit: ,,Es bestehen bei der Isolierung der Glutamin- 
sdure aus Tumor-Proteinen offensichtlich alle Voraussetzungen, 


um die d,l-Form ,herauszureinigen‘; die Aufgabe besteht demnach ~ 


gerade darin, sie trotz ihrer gréBeren Léslichkeit mit in die che- 
misch reinen Krystallisate zu bringen“. EKigene Modellversuche, wo- 
bei l- und d,l-Glutaminsaure+) in verschiedenem Mengenverhiltnis 





*) Er schreibt (S. 106, Untersuchungen iiber Aminosiiuren, Polypeptide 
und Proteine (1899—1906), J. Springer, Berlin 1906: ,,So wurde das Pri- 
parat (optisch nicht ganz einheitliche Benzoyl-d-glutaminsiure) zur Dar- 
stellung der d-Glutaminsiure selbst benutzt, welche sich leicht als schwer 
lésliches Hydrochlorat von der kleinen Menge des Racemkérpers trennen 
148t.“ Vgl. auch Ber. chem. Ges. 32, 2451 (1899). 

**) Ich erfreute mich dabei der Mitwirkung von Herrn Klumpar. 

+) Racemische Glutaminsdure wird nach langjihriger Erfahrung im 
hiesigen Institut am zweckmiBigsten durch Uberfiihrung von 1-(+)Glutamin- 
siure in Pyrrolidoncarbonsiure und deren Aufspaltun, mittels Salz- 
siure gewonnen. Beispiel: 50 g 1-Glutaminsiure wurden im Olbad auf etwa 
205° erhitzt, von 190° an begann Sintern. Es erfolgt dann bei 205° Schmelzen 
der ganzen Masse unter Umwandlung in Pyrrolidoncarbonsiure. Bringt man 
ein Steigrohr an, dann kann man das entweichende Wasser beobachten und 
unmittelbar verfolgen, wann der ganze ProzeB beendigt ist. Insgesamt 
wurde 4—5 Stunden auf 200—205° erhitzt. Nach erfolgtem Abkiihlen, 
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in 20—25°/,iger Salzsiure geliést wurden, ergaben, wie zu er- 
warten, daB zuniichst Krystallfraktionen erhalten wurden, die 
vollkommen reine |-Glutaminsaure darstellten. Erst bei der Auf- 
arbeitung der letzten Mutterlaugen kommt es zum Herauskrystalli- 
sieren von d,l-Glutaminsdurechlorhydrat. Es sei ein Beispiel*) 
angefiihrt, bei dem es zur Beobachtung von d-Glutaminsaure kam. 
Die Schwierigkeiten der restlosen Isolierung der Glutaminsadure 
aus EKiweiBhydrolysaten sind auBerordentlich grof. Zunadchst 
fehlt, was sehr wesentlich ist, eine genaue Angabe, wie 
viel von der genannten Aminos&ure zu erwarten ist. 
WiiSte man, daB erst dann die Fahndung nach Glutaminsidure 
beendigt ist, wenn man eine bestimmte Menge an ihr isoliert hat, 
dann kénnten die bis jetzt verdffentlichten Mitteilungen tber das 
Vorkommen von d,l-Glutaminsdure einheitlich beurteilt werden. 
Soweit meine Erfahrungen reichen, erhalt man im allgemeinen 
aus den OrganeiweiBkérpern um 10°/, herum an Glutaminsaure. 
Eine Ausnahme machen manche pflanzlichen Proteine, die be- 





wobei die Pyrrolidoncarbonsidure auskrystallisiert, wurde unter Kochen in 
Wasser aufgenommen, dann mit Tierkohle gekocht, filtriert und in das 
wasserklare Filtrat bis zur Sattigung Salzsiuregas eingeleitet. AnschlieBend 
wurde eine Stunde lang am RiickfluBkiihier gekocht. Beim Abkiihlen der 
Lésung krystallisierte reine d,l-Glutaminsiure aus. Durch Einengen der 
Mutterlauge lieBen sich weitere Mengen gewinnen. Die Ausbeute an 
d,1-Glutaminsiiure betrug bei verschiedenen Versuchen etwa 95°/, des Aus- 
gangsmaterials°). 

*) 20,15 g salzsaure Glutaminsiiure von [ajp = + 4° und 14,5 g von 
[e]p = + 26,9° wurden in 500 ccm heiBer 20°/,iger Salzsiiure gelést. An- 
schlieBend wurde mit Eiskochsalzgemisch gekiihlt und Salzsiuregas bis zur 
Sittigung eingeleitet. Nach 3stiindigem Stehen bei 0° waren 17g salz- 
saure Glutaminsfure von [a], = + 27,3° auskrystallisiert. Aus dem Filtrat 
schieden sich weitere Mengen der salzsauren Aminosiure aus. Nach ein- 
tiigigem Stehen bei Zimmertemperatur waren 8 g von [a]p = — 5° angefallen. 
N-Gehalt = 7,38°/,. Weitere Krystallfraktionen wurden durch Einengen auf 
dem Wasserbade und Aufbewahren im Eisschrank erhalten. Die folgende 
Tabelle gibt einen Uberblick iiber die erhaltenen Krystallfraktionep. Es 
ist auffallend, da8 links drehendes Glutaminsiurehydrochlorid ausfiel. 


1. Krystallfraktion 17,0 g + 27,3° Nach 3 Stunden ausgefallen 
2. ‘ 8,0 g — 5° Nach 24 Stunden ausgefallen 
3 s 0,8 g + 1,56° AnschlieBend innerhalb der 

4, aa 4,2 ¢ 0° nichsten Tage abgesaugt, 

5. ss 3,6 g 0° sobald Krystalle ab- 

6. a 0,6 g + 0,8° geschieden waren 
Insgesamt . . . . 34,2g wiedergewonnen Urspriingliche Menge 34,65 g 


Es sei Herrn Dr. Pitschak fiir seine Mitarbeit auch an dieser 
Stelle gedankt. 


10* 
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kanntlich einen bedeutend héheren Gehalt an dieser. Aminosiure 
aufweisen. Da Standardzahlen fiir den Glutaminsiuregehalt des 
EKiweiBes von bésartigen Tumoren fehlen, kann bei einer Ausbeute 
von z. B. 6°/, an 1-Glutaminsaurechlorhydrat ohne weiteres der 
Kinwand erhoben werden, daB die d,l-Glutaminsiure in der 
Mutterlauge stecken geblieben ist. Es muB8 infolgedessen un- 
bedingt verlangt werden, daB Ausbeuten an viollig reiner l- und 
d,l-Glutaminsaéure mitgeteilt werden. Bei geringer Gesamtaus- 
beute ist das Ergebnis unverwertbar, es sei denn, daB die d,l-Form 
eindeutig in erheblicher Ausbeute trotz mangelhafter Gesamt- 
ausbeute an Glutaminsidure isoliert werden konnte. 


Ein weiteres Problem ist, wann die Isolierung von unter- 
wertig drehender Glutaminsaure als d,l-Glutaminsaure 
angesprochen werden darf. In der 1. Mitteilung von Kégl 
und Erxleben!’) wird nicht berichtet, da8 Salze und vor allem 
Kochsalz und ferner Salmiak bei der Isolierung von Glutamin- 
siurechlorhydrat beachtet werden miissen. Ihre Beimischung ver- 
ringert selbstverstindlich das Drehungsvermégen der Glutamin- 
siure*). Beide genannten Produkte miissen restlos entfernt 
werden, bevor an die Isolierung der Glutaminsiure als salzsaures 
Salz gegangen wird. Weiterhin miissen diejenigen Aminosauren 
beachtet werden, die auch mehr oder weniger schwer ldsliche 
salzsaure Salze bilden. Dahin gehért an erster Stelle das Phenyl- 
alanin. Hier sei gleich erwihnt, daB wir wiederholt eine 
scheinbar einheitliche Krystallfraktion erhielten, die beim Um- 
krystallisieren aus Wasser eine Abscheidung von salzsaurem 
Phenylalanin ergab, wahrend in der Mutterlauge Glutaminsiure- 
chlorhydrat verblieb. In einem Fall lie8 sich Cystinchlorhydrat 





*) Die Anwesenheit von Verunreinigungen der genannten Art und 
selbst von Spuren von Chlorammon la8t sich mittels der Geschmacksprobe 
feststellen. Die reine Glutaminsiure hat einen typischen Geschmack: sauer 
und anschlieBend ein charakteristischer Nachgeschmack, der sich nicht 
schildern lift. Es gibt keine andere Aminosiure mit den gleichen ge- 
schmacklichen Qualititen. Bei ausreichender Ubung erkennt man reine 
Glutaminsiure gegeniiber solcher, die verunreinigt ist, mittels der genannten 
Probe ohne weiteres. Erhitzt man eine kleine Probe chlorammonhaltiger 
Verbindung im trockenen Reagenzglas, dann bemerkt man Sublimation. 
Unter dem Mikroskop zeigen sich die charakteristischen Krystalle des Chlor- 
ammons. Man kann auch auf einem Ubrglas eine Probe der Substanz mit 
Natronlauge iibergieBen. Man deckt dieses sofort mit einem zweiten Uhr- 
glas zu, auf dessen Innenseite ein feuchtes, rotes Lackmuspapier angebracht 
ist. Bei Anwesenheit von Chlorammon erfolgt Blaufidrbung. 
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als Beimengung nachweisen*). Mehrfach fand sich bei den aus 
den letzten Mutterlaugen gewonnenen Krystallfraktionen Leucin 
bzw. Isoleucin. Es kann weiterhin die Anwesenheit von Aspa- 
raginsfure stéren. Auch sie vermochten wir wiederholt aus 
Glutaminsdureanteilen, die ein zu niedriges Drehungsvermégen 
aufwiesen, abzutrennen. Diese Feststellungen zeigen, daB alle 
Untersuchungen iiber das Vorkommen von Glutaminséure in 
Tumorproteinen, bei denen nicht die in Betravht gezogenen 
Krystallfraktionen einer vollstindigen Hlementaranalyse unter- 
worfen worden sind, der Beweiskraft entbehren. Es sind jedoch 
vereinzelt auch Falle vorgekommen, bei denen das Ergebnis der 
Elementaranalyse in groBer Annaherung fir das Vorliegen von 
reiner Glutaminsdure sprach, und dennoch durch Fraktionierung 
Beimischungen feststellbar waren. Das vorher etwas zu niedrige 
Drehungsvermégen stieg nach Abtrennung der beigemischten 
Aminosiuren auf den normalen Wert. Wir sind von jeher bei 
der Priifung, ob eine Aminosdure oder ein sonstiges Produkt 
Anspruch auf voéllige Reinheit hat, wie folgt, vorgegangen. Das 
weitgehend gereinigte, nach allen Merkmalen einheitliche Pro- 
dukt wurde in Lésung gebracht und mindestens 3 Krystall- 
fraktionen dargestellt, dabei die letzte durch EKindampfen des 
Lésungsmittels. Wenn alle 3 Fraktionen dieselben physikalischen 
Eigenschaften und dieselbe chemische Zusammensetzung auf- 
weisen, darf man annehmen, daB eine einheitliche Verbindung 
vorliegt. Bei der vorliegenden Untersuchung auf das Vorkommen 
von d,l-Glutaminsaure ist ohne Ausnahme in dieser Weise ver- 


fahren worden. Freilich ist diese Art der Untersuchung sehr 
miihsam und zeitraubend. 


Es sei zunichst der Gang des Nachweises von Glutaminsiure in den 
wesentlichsten Ziigen geschildert. Die Hydrolyse wurde durch 6—8 stiin- 
diges Kochen des Tumor- oder Organmaterials, das soweit als méglich von 
Blut und fremden Geweben (Fett-, Bindegewebe) befreit war, mit etwa der 
dreifachen Menge an Salzsiiure (1,19 spez. Gew.) herbeigefiihrt**). Ein 
Trocknen des Gewebes fand vor der Hydrolyse nicht statt. Nach Lésen in 





*) Seine Anwesenheit in kleinen Mengen lé8t sich am besten polaro- 
graphisch feststellen. 


**) DaB diese Zeit geniigt, wobei von dem Zeitpunkt an gerechnet 
wurde, in dem lebhaftes Sieden eingetreten war, ergaben NH,- und N-Be- 
stimmungen bei 6-, 8- und 10stiindigem Kochen. Der NH,—N-Gehalt 
blieb gleich. Bemerkt sei noch, daB erst dann auf dem Baboblech gekocht 


wurde, nachdem beim Erwiirmen auf dem Wasserbad alles in Lésung ge- 
gangen war. 
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Salzsiure auf dem Wasserbade wurde Salzsiuregas bei Zimmertemperatur 
eingeleitet, bis Sattigung eingetreten war, Da derartige Hydrolysate in 
der Regel mehr oder weniger dunkelbraun gefirbt sind, fiigt man mit Vor- 
teil schon wihrend der Hydrolyse Tierkohle zu*). Zumeist wandten wir 
die Tierkohle ein zweites Mal dann an, wenn der Hauptteil der Salzsiure 
vertrieben war. Das Hydrolysat wurde zu diesem Zweck unter vermin- 
dertem Druck (10—15 mm Hg) zur Trockene verdampft, der Riickstand in 
Wasser gelést und die Lésung mit Tierkohle gekocht. Zumeist wurde eine 
hellgelb gefirbte Lésung erhalten. Bestand noch eine dunklere Farbung™), 
dann wurde das Kochen mit Tierkohle wiederholt. Diese wurde sorgsam 
mit heiBem Wasser ausgekocht, bis das Kochwasser (evtl. nach Neutrali- 
sation) mit Ninhydrin farblos blieb. Nunmehr erfolgte Siattigung der auf 
ein kleineres Volumen eingeengten Lésung mit Salzsiuregas bei Zimmer- 
temperatur. In manchen Fallen wurde wihrend des Einleitens mit Eis ge- 
kiihlt, vereinzelt auch mit Eissalzgemisch. Es ergaben sich jedoch keine 
besonderen Vorteile gegeniiber der Sittigung bei Zimmertemperatur. Was 
das angewandte Volumen anbetrifft, so lassen sich keine bestimmten An- 
gaben machen‘). 

Nunmehr wurde das Hydrolysat im Kihlschrank (etwa + 2° auf- 
bewahrt, Angeimpft wurde zunichst mit 1-Glutaminsiurechlorhydrat. Nach 
einigen Tagen erfolgte die Abscheidung krystalliner Massen. Es wurde 
so lange zugewartet, bis keine Vermehrung der Krystallbildung zu be- 
obachten war. Es ist zweckmiBig, den Vorgang der Krystallabscheidung 
fortlaufend zu verfolgen. Mehrfach konnten ohne jede weitere MaBnahme 
groBe wasserklare Krystalle von reiner 1-Glutaminsiure isoliert werden und 
zwar mehrfach in mehreren Grammen. Der ProzeB der Krystallabschei- 
dung 1é8t sich durch tieferes Abkiihlen beschleunigen. In kalten Winter- 
tagen wurde die Abscheidung im Freien durchgefiihrt. Bei der Auf- 
bewahrung im Kihlschrank kann es unter Umstiinden 8—10 Tage dauern, 
bis die Krystallabscheidung zum Abschlu8 gekommen ist. Es wird dann 
mittels einer Glasfritte abgesaugt und der Riickstand sorgsam mit in Eis- 
salzmischung abgekiihlter Salzsiiure ausgewaschen. Man gieBt dabei jeweilen 
kleine Salzsiuremengen auf, um zu verhindern, da8 bei langsamer Filtration 
Erwirmung der gekihlten HCl eintritt und dadurch Lésung von Glutamin- 
siurechlorhydrat erfolgt. Die Mutterlauge wird, wenn sie erheblich gefirbt 
ist, erneut mit Tierkohle behandelt und anschlieBend auf ein kleineres 
Volumen gebracht. Wieder wird mit Salzsiuregas gesiittigt und wieder 
erfolgt Aufbewahren im Kiihlischrank. 

Unsere Hauptsorge war, anorganische Beimengungen auszuschalten, 
bevor wir an die Abscheidung der salzsauren Glutaminsiure gingen. In 
mehreren Fallen gliickte es, den Beginn der Abscheidung von Kochsalz zu 
beobachten. Es wurde sofort abgenutscht. In diesen Fallen konnte dieses 





*) Filtriert wurde nach Verdiinnen mit dem gleichen Volumen Wasser 
durch eine mit Koliertuch beschickte Nutsche. 

**) Nur bei Verwendung von Leber bereitete die Entfarbung in manchen 
Fallen Schwierigkeiten. In diesen wurde die Kupferoxydul- bzw. Kupfer- 
oxydmethode angewandt. 

+) Bei Verwendung von 1kg Gewebe betrug das Volumen etwa 
3—400 cem. 
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Salz véllig entfernt werden, bevor Glutaminsiurechlorhydrat erschien. Zu- 
meist wurde jedoch dieser Augenblick, insbesondere bei Vorliegen von 
Hydrolysaten, die von gréBeren Substratmengen stammten, verpabBt. 

Waren geringe Substratmengen hydrolysiert worden, dann entfernten 
wir bei den ersten Untersuchungen des Chlorammon nach dem bekannten 
Silbersulfat-Barytverfahren. An Hand besonderer Versuche tiberzeugten 
wir uns davon, da8 dabei keine Racemisierung von Glutaminsiure erfolgt. 

Bei allen spiteren Untersuchungen beseitigten wir die anorganischen 
Bestandteile mittels der Estermethode. Die oben erwihnte abgenutschte 
Krystallmasse wurde in Wasser gelést und die Lésung unter vermindertem 
Druck bis zum Sirup eingedampft. Es darf dabei nicht alles Wasser ent- 
fernt werden. Man mu8 im Gegenteil, wenn das Eindampfen zu weit 
gegangen ist, etwas Wasser beifiigen, es bereitet sonst Schwierigkeiten, 
den Riickstand bei der Veresterung in Lésung zu bringen. Der Sirup wird 
mit absolutem Alkohol tibergossen und in diesen bis zur Sattigung gas- 
férmige Salzsiiure eingeleitet. Es findet dabei Erwirmung statt. Schon 
jetzt ist der gré8te Teil der anorganischen Beimengungen, weil ungelést, 
leicht abtrennbar. Entweder filtriert man vom Ungelésten ab, oder man 
verdampft ohne erfolgte Abtrennung im Vakuum zur Trockene (im anderen 
Fall wird das Filtrat eingedampft). Diesmal wird véllig zur Trockene ver- 
dampft, der Riickstand mit absolutem Alkohol tibergossen und zur vélligen 
Entfernung von Wasser nochmals verdampft. Dann wird mit Alkohol iiber- 
gossen und die Veresterung wiederholt; wieder wird filtriert. In den meisten 
Fallen gliickte es so, die anorganischen Bestandteile véllig zu entfernen. 
Bei der Abscheidung von Glutaminsiurechlorhydrat kam es nur ab und zu 
noch zu Stérungen durch Beimischung kleiner Mengen von Chlorammon. 
Kochsalz trat iiberhaupt nie stérend in Erscheinung. Die alkoholische 
Lésung der Aminosiureesterchlorhydrate wurde unter vermindertem Druck 
eingedampft, der Riickstand in 20°/,iger wiBriger Salzsiure aufgenommen 
und 2Stunden aw RiickfluBkihler gekocht, damit Glutaminsiureester in 
salzsaure Glutaminsiiure iiberfiihrt wird. Nunmehr setzte dessen Abschei- 
dung ein. Mit voller Absicht wurde nicht von konzentrierten Lésungen 
in 20°%/,iger Salzsiure, in die nach erfolgter Lésung Salzsiuregas ein- 
geleitet wurde, ausgegangen, vielmehr wurde unter Aufwendung von viel 
Geduld Krystallfraktion um Krystallfraktion herausgeholt. Ohne jede Aus- 
nahme erwiesen sich die ersten Abscheidungen als aus reinem 1-Glutamin- 
siurechlorhydrat bestehend. Nach erfolgtem Abfiltrieren durch eine Glas- 
fritte wurde jeweilen auf ein kleineres Volumen eingeengt und zwar ohne 
Anwendung eines Vakuums unmittelbar auf dem Wasserbade, Fiarbten sich 
die Liésungen dabei (dies war insbesondere bei Anwendung von Leber- 
gewebe der Fall), dann wurde Tierkohle angewandt. Ein anderes Mittel 
zur Entfirbung war in diesem Stadium der Untersuchung nur ganz aus- 
nahmsweise erforderlich. Jede Krystallfraktion wurde im Vakuum-Exsic- 
cator iiber konzentrierter Schwefelsiure und Kalk bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet, dann wurde der Schmelzpunkt festgestellt. AnschlieBend wurde 
das Drehungsvermégen in 20°/,iger Salzsiure bestimmt. MHierzu ist zu er- 
wihnen, da8 Temperatureinfliisse beachtet werden miissen. In der Regel 
verwendeten wir ein 2-Dezimeterrohr, um den EinfluB des Ablesefehlers 
einzuschrinken. Da die salzsaure Glutaminsiiure in 20°/,iger Salzsdure 
ziemlich schwer léslich ist, ist man gendtigt, mit ziemlich verdiinnten 
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Lésungen zu arbeiten. In manchen Fallen wurde aus dem salzsauren Saiz 
die Glutaminsiure gewonnen und auch ihr Drehungsvermégen bestimmt. 
Ergaben sich Krystallfraktionen, die nicht mindestens + 30° drehten, dann 
wurde erneut fraktioniert. Keine Mutterlauge wurde verworfen, vielmehr 
wurden sie alle gesammelt und erneut zur Krystallisation gebracht. Die 
Aufmerksamkeit konzentrierte sich angesichts der leichteren Léslichkeit 
des d,1-Glutaminsiurechlorhydrates auf die Aufarbeitung der Mutterlaugen. 
Es bedarf groBer Erfahrung, um jene Bedingungen ausfindig zu machen, 
die zu Krystallen der salzsauren Glutaminsiure fiihren, die sich quanti- 
tativ von anhaftender Mutterlauge befreien lassen. Es mu8 gerade so weit 
eingeengt werden, da8 der Riickstand eine Konsistenz annimmt, die weder 
zu diinn, noch zu dickfliissig ist. Im ersten Fall besteht die Gefahr, daf 
die d,l-Form der Glutaminsiure nicht herauskommt, und im letzteren, da 
zwar Krystallisation eintritt, jedoch das Abfiltrieren Schwierigkeiten macht 
bzw. unmdglich ist. In diesem Fall mu8 Tropfen um Tropfen 20°/,ige 
Salzsiiure zugefiigt werden (evtl. unter Erwirmen), bis die Konsistenz die 
richtige wird. Das Umkrystallisieren mu8 oft iiber viele Tage verfolgt 
werden. Die Filtration durch eine Glasfritte nahm oft viele Stunden in 
Anspruch. Verzégerte sie sich infolge Auflagerung des Krystallbreis auf 
die Frittenoberfliche bzw. durch Auskrystailisation in der Saugplatte, dann 
wurde die iiberstehende Fliissigkeit mittels einer Pipette auf eine andere 
Fritte iibertragen. Stets wurden die Fritten nach Gebrauch mit Wasser 
ausgekocht. Das Kochwasser wurde eingedampft und der Mutterlauge bei- 
gefiigt. Ganz ausnahmsweise wurde mit Krystallen durchsetzter Sirup auf 
eine Tonplatte gegeben. In diesem Fall wurde diese auch nach Gebrauch 
ausgekocht. Nachdem die Hauptmenge an 1-Glutaminsiurechlorhydrat heraus- 
krystallisiert war, wurde jeweilen mit d,1-Glutaminsiurechlorhydrat geimpft. 

SchlieBlich -wurden die gesamten verbliebenen Mutterlaugen unter 
yermindertem Druck zur Trockene verdampft. AnschlieBend wurde in be- 
kannter Weise zweimal verestert und die Veresterung durch 2 stiindiges 
Kochen am Riickflu8kiihler vervollstindigt. Die Ester wurden hierauf in 
Freiheit gesetzt. Es wurden hierbei verschiedene Verfahren angewandt*). 
Die Ester wurden anschlieBend destilliert. Das Hauptaugenmerk wurde 
jener Esterfraktion zugewendet, in der der Glutaminsiurediithylester zu 
erwarten war. Die in Frage kommende Esterfraktion (am zweckmiBigsten 
verwendet man Hochvakuum und Olbad) wurde durch Kochen mit 20°/,iger 
Salzsiiure am RiickfluBkiihler verseift, bzw. es wurde gebildete Pyrrolidon- 
earbonsiure aufgespalten. AnschlieBend wurde wieder fraktioniert krystal- 
lisiert, nachdem zuvor mittels Tierkohle volle Entfirbung herbeigefiihrt 
war**), Leider sind die Ausbeuten an Glutaminsiure bei Anwendung der 





*) Zugabe der auf den Chlorgehalt der Esterchlorhydratlésung be- 
rechneten Menge an Natriumithylat; ferner wurde die Salzsiure durch 
Einleiten von gasférmigem, trockenem Ammoniak in die alkoholische Lésung 
der salzsauren Ester gebunden, oder es wurden die Ester mittels Natron- 
lauge und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt. 

**) In Modellversuchen destillierten wir reinen 1-Glutaminsiureiithy]- 
ester im Vakuum bei 10 mm bzw. 0,5 mm Druck. Es kam zur teilweisen 
Bildung von Pyrrolidoncarbonsiure. Bei ihrer Aufspaltung mit Salzsiure 
wurde reine 1-Glutaminsiiure erhalten. Eine Racemisierung fand nicht statt. 
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Estermethode mangelhaft. Bei Verwendung von reinem Glutaminsiure- 
ester gelangt man im besten Falle bei sehr sorgfiltig geleiteter Destillation 
zu einer 65—70°/,igen Ausbeute. Gewinnt man den Glutaminsiureester 
durch seine Infreiheitsetzung mit Lauge und Kaliumcarbonat aus einem 
Aminosiuregemisch heraus, dann fallt die Ausbeute erheblich ab (héchstens 
etwa 50°/,%*). Fir die Beantwortung der Frage, ob im Eiwei8 von bés- 
artigen Tumoren d,1-Glutaminsiure vorkommt, fillt die schlechte Ausbeute 
nicht ins Gewicht. Man wird nach diesem Verfahren unter allen Um- 
stinden der d,]-Glutaminsiure habhaft werden miissen. Trennen mu8 man 
die Glutaminsiure yon Phenylalanin und von der Asparaginsiure, die sich 
beide in der gleichen Esterfraktion befinden. Den Phenylalaninester kann 
man nach dem Verfahren von Emil Fischer (Schiitteln des Estergemisches 
mit kaltem Wasser) sehr leicht abtrennen. Glutaminsiure und Asparagin- 
siure lassen sich unschwer auseinander krystallisieren, wenn man die 
freien Aminoséuren gewinnt. Stérungen entstehen durch sich bei der 
Destillation der Ester bildende Zersetzungsprodukte (insbesondere schwefel- 
haltige Verbindungen). In allen Fallen war die Glutaminsiiure so weit- 
gehend als salzsaures Salz unmittelbar herauskrystallisiert worden, daB die 
Estermethode nur noch geringe Ausbeuten an ihr lieferte, ja wiederholt 


fehlte sie praktisch vdéllig**). 

Nach der geschilderten Methode sind in groBer Zahl normale 
Gewebe, ferner primaire Carcinome und Metastasen von solchen 
und ferner Tiertumoren, insbesondere Brown-Pearce-Tumoren 
von Kaninchen, untersucht worden. Wenn immer méglich wurde 
neben dem Tumorgewebe der Mutterboden fiir sich der Hydrolyse 
unterworfen. Nachdem die ersten Erfahrungen gezeigt hatten, 
daB die ersten Krystallisationen von Glutaminsdure regelmaBig 
reine 1-Verbindungen darstellten, wurde, da eine griindliche Auf- 





*) Sie 1a4Bt sich erhGhen, wenn man die Infreiheitsetzung der Ester mit 
der auf den Chlorgehalt berechneten Menge Natriumithylat vornimmt. 

**) Es wurde noch versucht, durch Anwendung des von Jos. Lindner’) 
angegebenen Verfahrens der Teilverfliissigung verkniipft mit Warmabsaugen 
eine Abtrennung von Glutaminsiure von beigemischten Substanzen zu er- 
reichen. Das Gemisch der Substanzen wurde auf eine entsprechend groBe 
Tonplatte von etwa 1'/,em Dicke abgewogen und anschlieBend gieich- 
méBig in diinner Schicht aufgestrichen. Hierauf wurde eine gleich groBe 
Tonplatte aufgelegt. Beide Platten wurden dann mittels einer verschraub- 
baren Metallzwinge fest aufeinander gepre8t. Dann wurde in einem Wirme- 
schrank '/,—1 Stunde lang auf 160—165° erhitzt. Nach erfolgter Abkiih- 
lung wurde die verbliebene, rein weiBe Substanz abgekratzt und gewogen. 
Hierauf erfolgte Lésen in Wasser, Filtration und anschlieBend Einleiten 
von gasférmiger Salzsiure. Die abgeschiedenen Krystaile erwiesen sich als 
reine Glutaminsiiure. Das Drehungsvermégen lag zwischen + 30 und 31°. Fiir 
die Entscheidung der Frage, ob d,l-Glutaminsiiure zugegen ist, eignet sich 
dieses Verfahren insofern nicht, als der Einwand gemacht werden kann, da8 
die Racemform in die Tonplatte eingezogen worden ist. Herrn Dr. Caesar 
sei auch an dieser Stelle fiir die Durchfiihrung dieser Versuche gedankt. 
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Lésungen zu arbeiten. In manchen Fallen wurde aus dem sailzsauren Salz 
die Glutaminsiure gewonnen und auch ihr Drehungsvermégen bestimmt. 
Ergaben sich Krystallfraktionen, die nicht mindestens + 30° drehten, dann 
wurde erneut fraktioniert. Keine Mutterlauge wurde verworfen, vielmehr 
wurden sie alle gesammelt und erneut zur Krystallisation gebracht. Die 
Aufmerksamkeit konzentrierte sich angesichts der leichteren Léslichkeit 
des d,1-Glutaminsiurechlorhydrates auf die Aufarbeitung der Mutterlaugen. 
Es bedarf groBer Erfahrung, um jene Bedingungen ausfindig zu machen, 
die zu Krystallen der salzsauren Glutaminsiure fihren, die sich quanti- 
tativ von anhaftender Mutterlauge befreien lassen. Es mu8 gerade so weit 
eingeengt werden, daB der Riickstand eine Konsistenz annimmt, die weder 
zu diinn, noch zu dickfliissig ist. Im ersten Fall besteht die Gefahr, daB 
die d,l-Form der Glutaminsiiure nicht herauskommt, und im letzteren, daf 
zwar Krystallisation eintritt, jedoch das Abfiltrieren Schwierigkeiten macht 
bzw. unméglich ist. In diesem Fall mu8 Tropfen um Tropfen 20°/,ige 
Salzsiiure zugefiigt werden (evtl. unter Erwiirmen), bis die Konsistenz die 
richtige wird. Das Umkrystallisieren mu8 oft iiber viele Tage verfolgt 
werden. Die Filtration durch eine Glasfritte nahm oft viele Stunden in 
Anspruch. Verzégerte sie sich infolge Auflagerung des Krystallbreis auf 
die Frittenoberfliiche bzw. durch Auskrystallisation in der Saugplatte, dann 
wurde die iiberstehende Fliissigkeit mittels einer Pipette auf eine andere 
Fritte iibertragen. Stets wurden die Fritten nach Gebrauch mit Wasser 
ausgekocht. Das Kochwasser wurde eingedampft und der Mutterlauge bei- 
gefiigt. Ganz ausnahmsweise wurde mit Krystallen durchsetzter Sirup auf 
eine Tonplatte gegeben. In diesem Fall wurde diese auch nach Gebrauch 
ausgekocht. Nachdem die Hauptmenge an 1-Glutaminsiurechlorhydrat heraus- 
krystallisiert war, wurde jeweilen mit d,1-Glutaminsiurechlorhydrat geimpft. 

SchlieBlich wurden die gesamten verbliebenen Mutterlaugen unter 
vermindertem Druck zur Trockene verdampft. AnschlieBend wurde in be- 
kannter Weise zweimal verestert und die Veresterung durch 2 stiindiges 
Kochen am RiickfluBkiihler vervollstindigt. Die Ester wurden hierauf in 
Freiheit gesetzt. Es wurden hierbei verschiedene Verfahren angewandt*). 
Die Ester wurden anschlieBend destilliert. Das Hauptaugenmerk wurde 
jener Esterfraktion zugewendet, in der der Glutaminsiurediithylester zu 
erwarten war. Die in Frage kommende Esterfraktion (am zweckmiBigsten 
verwendet man Hochvakuum und Olbad) wurde durch Kochen mit 20°/, iger 
Salzsiure am Riickflufkiihler verseift, bzw. es wurde gebildete Pyrrolidon- 
carbonsiure aufgespalten. AnschlieSend wurde wieder fraktioniert krystal- 
lisiert, nachdem zuvor mittels Tierkohle volle Entfirbung herbeigefiihrt 
war™*). Leider sind die Ausbeuten an Glutaminsiure bei Anwendung der 





*) Zugabe der auf den Chlorgehalt der Esterchlorhydratlésung be- 
rechneten Menge an Natriumithylat; ferner wurde die Salzsiiure durch 
Einleiten von gasférmigem, trockenem Ammoniak in die alkoholische Lésung 
der salzsauren Ester gebunden, oder es wurden die Ester mittels Natron- 
lauge und Kaliumearbonat in Freiheit gesetzt. 

™*) In Modellversuchen destillierten wir reinen 1-Glutaminsiureiithy]- 
ester im Vakuum bei 10 mm bzw. 0,5 mm Druck. Es kam zur teilweisen 
Bildung von Pyrrolidoncarbonsiure. Bei ihrer Aufspaltung mit Salzsdure 
wurde reine ]-Glutaminsiiure erhalten. Eine Racemisierung fand nicht statt. 
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Estermethode mangelhaft. Bei Verwendung von reinem Glutaminsiure- 
ester gelangt man im besten Falle bei sehr sorgfiltig geleiteter Destillation 
zu einer 65—70°/,igen Ausbeute. Gewinnt man den Glutaminsdureester 
durch seine Infreiheitsetzung mit Lauge und Kaliumcarbonat aus einem 
Aminosiuregemisch heraus, dann fallt die Ausbeute erheblich ab (héchstens 
etwa 50°/,*). Fir die Beantwortung der Frage, ob im Eiwei8 von bés- 
artigen Tumoren d,1-Glutaminsiure vorkommt, fiallt die schlechte Ausbeute 
nicht ins Gewicht. Man wird nach diesem Verfahren unter allen Um- 
stiinden der d,l-Glutaminsiure habhaft werden miissen. Trennen mu8 man 
die Glutaminsiure von Phenylalanin und von der Asparaginsiiure, die sich 
beide in der gleichen Esterfraktion befinden. Den Phenylalaninester kann 
man nach dem Verfahren von Emil Fischer (Schiitteln des Estergemisches 
mit kaltem Wasser) sehr leicht abtrennen. Glutaminsiiure und Asparagin- 
siiure lassen sich unschwer auseinander krystallisieren, wenn man die 
freien Aminosiuren gewinnt. Stérungen entstehen durch sich bei der 
Destillation der Ester bildende Zersetzungsprodukte (insbesondere schwefel- 
haltige Verbindungen). In allen Fallen war die Glutaminsiure so weit- 
gehend als salzsaures Salz unmittelbar herauskrystallisiert worden, daB die 
Estermethode nur noch geringe Ausbeuten an ihr lieferte, ja wiederholt 


fehlte sie praktisch véllig**). 

Nach der geschilderten Methode sind in groBer Zahi normale 
Gewebe, ferner primaire Carcinome und Metastasen von solchen 
und ferner Tiertumoren, insbesondere Brown-Pearce-Tumoren 
von Kaninchen, untersucht worden. Wenn immer méglich wurde 
neben dem Tumorgewebe der Mutterboden fiir sich der Hydrolyse 
unterworfen. Nachdem die ersten Erfahrungen gezeigt hatten, 
daB die ersten Krystallisationen von Glutaminsdure regelmaBig 
reine 1-Verbindungen darstellten, wurde, da eine griindliche Auf- 





*) Sie 148t sich erhGhen, wenn man die Infreiheitsetzung der Ester mit 
der auf den Chlorgehalt berechneten Menge Natriumithylat vornimmt. 

**) Es wurde noch versucht, durch Anwendung des von Jos. Lindner’) 
angegebenen Verfahrens der Teilverfliissigung verkniipft mit Warmabsaugen 
eine Abtrennung von Glutaminsiure von beigemischten Substanzen zu er- 
reichen. Das Gemisch der Substanzen wurde auf eine entsprechend groBe 
Tonplatte von etwa 1'/,em Dicke abgewogen und anschlieBend gleich- 
maBig in dinner Schicht aufgestrichen. Hierauf wurde eine gleich groBe 
Tonplatte aufgelegt. Beide Platten wurden dann mittels einer verschraub- 
baren Metallzwinge fest aufeinander gepreBt. Dann wurde in einem Wirme- 
schrank */,—1 Stunde lang auf 160—165° erhitzt. Nach erfolgter Abkih- 
lung wurde die verbliebene, rein weife Substanz abgekratzt und gewogen. 
Hierauf erfolgte Lésen in Wasser, Filtration und anschlieBend Einleiten 
von gasférmiger Salzsiiure. Die abgeschiedenen Krystalle erwiesen sich als 
reine Glutaminsiiure. Das Drehungsvermégen lag zwischen + 30 und 31°. Fiir 
die Entscheidung der Frage, ob d,l-Glutaminsiure zugegen ist, eignet sich 
dieses Verfahren insofern nicht, als der Einwand gemacht werden kann, da8 
die Racemform in die Tonplatte eingezogen worden ist. Herrn Dr. Caesar 
sei auch an dieser Stelle fiir die Durchfiihrung dieser Versuche gedankt. 
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arbeitung simtlicher Krystallfraktionen mehrere Wochen in An- 
spruch nahm, mehrfach das Hauptaugenmerk auf die Mutterlauge 
der letzten Krystallfraktionen gelegt, weil racemische Glutamin- 
siure nach der vorliegenden Erfahrung in dieser zu erwarten war’*). 
Von normalen Geweben sind zur Untersuchung gelangt: Leber, 
Niere, Milz, Magenwand, Skelett- und Herzmuskel; von T'umoren: 
Carcinome des Magens, des Darmkanals, der Mamma, des Uterus 
und Lebermetastasen. Endlich wurde auch ein Myom untersucht. 
Eine Wiedergabe aller ausgefiihrten und aufgearbeiteten Hydro- 
lysen ertibrigt sich. Ausfihrlicher mitgeteilt sei das Ergebnis der 
Fahndung auf d,l-Glutaminsaure in 2 Fallen von Lebermetastasen 
im AnschluB an Magencarcinom. In beiden Fallen konnte in 
recht guter Ausbeute 1-Glutaminsiure einwandfrei festgestellt 
werden. In dem einen Fall gelang es nicht, d,l-Glutaminsiure 
eindeutig festzustellen. Zwar zeigten die allerletzten Krystall- 
fraktionen einen etwas niedrigeren Drehwert, jedoch waren die 
Ergebnisse der Elementaranalyse nicht ganz befriedigend. Im 
anderen Fall wurde d,l-Glutaminsaiure in geringer Ausbeute fest- 
gestellt, In keinem einzigen der untersuchten Fille vermochten 
wir pei guter Gesamtausbeute an Glutaminsiure mehr als 2,1°/, 
d,l-Glutaminsiure, berechnet auf das hydrolysierte EiweiB, fest- 
zustellen**). Bei der Hydrolyse normaler Gewebe fanden wir mit 
2 Ausnahmen (Magenwand, Leber: etwa 0,3°/,+) und 0,7°/, Glut- 
aminsiurett) mit [a], = +14,5° und +16,2°) keine Andeutung der 
Anwesenheit von racemischer Glutaminséure. Den héchsten Ge- 
halt an d,l-Glutaminsaure erhielten wir aus einem Uterus-Carcinom 
(2,2 °/,). Hin Magencarcinom ergab annahernd 1,58°/, d,l-Glut- 
aminsiure. Bei einem anderen Tumor der gleichen Art war der 
Nachweis von Racemkérper unsicher, d. h. es blieb die Méglich- 
keit, daB die letzte Krystallfraktion nicht ganz rein war. Die 
Analysenergebnisse waren nur anndhernde. Ein gewisser Faktor 





*) Wir haben wiederholt Mutterlaugen, die keine Krystallabscheidungen 
von Glutaminsdure mehr lieferten, d,1-Glutaminsdure zugefiigt. Es gliickte 
ohne Schwierigkeit, die zugesetzte Menge weitgehend quantitativ wieder- 
zugewinnen. 

**) Besondere Versuche haben ergeben, daB innerhalb der zur vélligen 
Aufspaltung von Eiwei8 durch konzentrierte Salzsiure verwendeten Zeit 
(6—8stiindiges Kochen auf dem Baboblech am RiickfluBkiihler) keine Race- 
misierung von Glutaminsdure erfolgt. Vgl. zum Problem der Racemisierung 
von 1-Glutaminsiure durch Kochen mit Salzsiure®). 

+) Berechnet auf die angewandte EiweiBmenge. 

th Daneben wurden 9,8°/, 1-Glutaminsidure isoliert. 
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der Unsicherheit liegt in Hinsicht auf die Feststellung des Ei- 
weibgehaltes der untersuchten Gewebe vor. Wir bestimmten nach 
erfolgter Hydrolyse mit konzentrierter Salzsiure das Gesamt- 
volumen der Hydrolysenflissigkeit. Hierauf wurde in einem ali- 
quoten Teil der Stickstoffgehalt festgestellt. Durch Multiplikation 
des Gesamt-N-Gehaltes mit 6,25 berechneten wir den EKiweibgehalt 
des Ausgangsmaterials. Es ist klar, daB auf diesem Wege eine 
nur annihernde Bestimmung der hydrolysierten HiweiBmenge 
méglich ist*). Wir erhielten bei simtlichen Hydrolysen nicht 
unter 8,5 und maximal 11,5°/, Glutaminséure. Bemerkt sei 
noch, daB wir auch die optische Aktivitat anderer Aminoséuren 
auBer der Glutaminsaure festgestellt haben, so von Valin, Leucin, 
Asparaginsiure, Phenylalanin. Freilich wurde bei diesen nicht 
auf eine méglichst quantitative Abscheidung Wert gelegt, vielmehr 
wurden nur die Aminosauren untersucht, die nebenher abfielen. 
Sie zeigten simtlich ein vollwertiges Drehungsvermégen. 

Im folgenden sind die Ergebnisse der Fahndung auf d,l-Glut- 
aminsdure im Kiwei8 von Leber-Metastasen iibersichtlich zusammen- 
gestellt. Eis vermégen die gemachten Angaben bei weitem kein 
volilstindiges Bild von der aufgewandten Arbeit zu geben. Nicht 
zum Ausdruck kommt das Abwarten der Krystallisation. Es 
dauert oft Tage, bis eine Krystallabscheidung erfolgt und zum 
AbschluB gekommen ist. Je gréBere Mengen von salzsaurer 
Glutaminsiure zur Abscheidung gekommen sind, um so schwieriger 
gestaltet sich oft die Gewinnung voéllig reiner Krystallabscheidungen. 
Je konzentrierter die Lésung wird, um so schwieriger erfolgt 
Krystallisation. Es sind in den Tabellen bei weitem nicht alle 
Hinzelheiten angefiihrt. Manche der angefiihrten Krystallfraktionen 
muBte wiederholt umkrystallisiert werden. Jede Spur von Mutter- 
lauge wurde der Hauptmutterlauge hinzugegeben, so daB praktisch 
gar nichts verloren gehen konnte. Samtliche Krystallfraktionen, 
die den Eindruck der Einheitlichkeit aufwiesen, wurden der Ele- 
mentaranalyse unterworfen. Vielfach gingen dieser zur Orien- 
tierung eine N-Bestimmung nach Kjeldahl und eine Cl-Bestim- 
mung nach Volhard voraus. 

I. Lebermetastasen eines Magencarcinoms. Aus 200 g EiweiB. 


— Rohkrystallisation: 44,2 g. Abfiltriert wurde stets durch eine Glas- 
fritte und mit wenig in einer Eissalzmischung abgekiihlter 20°/,iger HCl 





*) Im allgemeinen diirfte die errechnete EiweiBmenge zu hoch ver- 
anschlagt sein, weil neben EiweiB noch andere N-haltige Verbindungen 
zugegen sind. 
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nachgewaschen. Nach sehr scharfem Abpressen wurde im Vakuumexsiccator 
iiber konzentrierter Schwefelsiure getrocknet. Eine Schale mit Kalkstiickchen 
diente zur Aufnahme von HCl. Es wurde jeweilen bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet. Nach Entfernung der anorganischen Bestandteile 
mittels der Estermethode Verseifung durch 1—2stiindiges Kochen mit 
20°/,iger HCl am Riickflubkiihler. 

1. Krystallfraktion 16,5 g. [a]p = + 29,2° (Mutterlauge A). Aufgeteilt 
in a) 5,1 g; b) 4,1 g; ¢) 5,2 g; d) 1,2 g. Zusammen 15,6 g + Mutterlauge a. 

Aus Mutterlauge A +a nach erneuter Entfirbung (hellgelbe Lésung), 
Einengen, Einleiten von Salzsiuregas und Abkiithlung, Abscheidung farb- 
loser Krystalle. 

2. Krystallfraktion 8,5 g. [olp = + 28,1° (Mutterlauge B). Aufgeteilt 
in e) 3,25 ¢; f) 1,46 g; g) 2,20g; h) 0,72 g. Zusammen 7,63 g + Mutter- 
lauge b. 

Aus Mutterlauge B+b nach 10tigigem Stehen im Kihlschrank 
(+ 2 — 4%: 

3. Krystallabscheidung: 1,76 g [a]p = 26,2° (Mutterlauge C). Auf- 
geteilt in i) 0,56 g; k) 0,32 g; 1) 0,33 g; m) 0,22 g; n) 0,18 g. Zusammen 
1,61 g + Mutterlauge c. 

Mutterlauge C + ¢ vereinigt, zur Trockene verdampft, Riickstand ver- 
estert, die in Freiheit gesetzten Ester destilliert. Nach Verseifung der in 
Frage kommenden Esterfraktion mit 20°/,iger Salzsiure (nach vorheriger 
Entfernung des Phenylalaninesters) erhalten 0,8 g Krystalle (4. Krystall- 
abscheidung) [a]) = + 24,2° 

Aufgeteilt nach Entfernung des HCl in 0) 0,15 g; p) 0,20g; q) 0,20¢ 
= 0,55 g 1-Asparaginsiure, vielleicht mit etwas Racemkérper vermischt. 

Gesamtausbeute an salzsaurer 1(+)-Glutaminsiiure 24,84 g = 20g 1-Glut- 
aminsiure = rund 10°/, des TumoreiweiBes. 


























Analysenergebnisse | 
Substanz Cc H N [ap *) 

a) 32,65 °/, 5,65 °/o 7,33 J, + 30,8° 
b) 32,63 °/. 5,55 °/, 7,57 °/, + 30,7° 
) 32,58 %/, 5,64 °/, 7,39 °/, + 31,0° 
d) 32,51 °/, 5,63 °/g 7,41 °%/, + 31,2° 
e) 32,61 °/, 5,63 °/, 7,43 J, + 31,1° 
f) 33,09 °/, 5,49 °/, 7,45 /, + 31,1° 
g) 32,60 °/, 5,53 °/, 7:85 + 30,9° 
h) 32,40 %/, 5,56 */o 7,31 %/, + 31,5° 
i) 32,50 °/, 5,59 °/, 7,72 I, + 31,2° 
k) 32,30 °/, 5,56 %/o 7,43 °/, + 30,7° 
dD 32,38 °/, 5,61 %/o 7,41 %/ + 30,2° 
3 39°95 57 4° 747 4  o0'5° 
n ’ 0 ’ , 0 ’ 

0) 36,33 °/, 5,56 °/, 10,45 °/, + 23,5° 
p) 36,18 °/, 5,38 °/, 10,58 °/, + 23,2° 
q) 36,15 °/, 5,41 %/, 10,61 °/, + 24,2° 


Ber. fiir salzsaure Glutaminsiure: C 32,70, H 5,50, N 7,64%,. 





*) Die Temperatur schwankte zwischen 18—23°. 
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II. Lebermetastasen eines Magencarcinoms. Etwa 130 g Eiwei8. 
In der entfirbten, mit Salzsiuregas gesittigten, eingeengten Lésung bildeten 
sich bei 24stiindigem Aufbewahren im Eisschrank einzelne groBe, farblose 
Krystallaggregate. Von ihnen wurde abfiltriert. Ausbeute 2,85 g. [a], = + 31,2° 
(1. Krystallisation = Substanz 1). Die Mutterlauge wurde eingeengt und 
erneut mit HCl-Gas gesiittigt. Nach 48 Stunden hatte sich eine groBe 
Krystallmasse abgeschieden. Von ihr wurde durch eine Glasfritte abfiltriert. 
Ausbeute 20,2 g. Die gesamte Krystallmasse wurde verestert. Dabei 
wurden die anorganischen Beimengungen entfernt. Nach Verseifung durch 
Kochen mit 20°/,iger HCl, Einengen, Sittigen mit gasférmiger HCl erfolgte 
Auf bewahren im Kiihischrank. 

2. Krystallfraktion: 6,2 g. [a])>= + 29,6° (Mutterlauge I). Es wurden 
3 Fraktionen gebildet. Krystallisation a) 2,46 g; b) 1,53 g; c) 1,87 g, zu- 
sammen 5,86 g + Mutterlauge Ia. 

Mutterlauge I und Mutterlauge Ia wurden zur Trockene verdampft. 
Die Veresterung wurde wiederholt, weil eine 3. Krystallisation etwas an- 
organische Substanz aufwies. Wieder wurde nach Entfernung eines ge- 
ringen, in salzsaurem Alkohol unléslichen Anteils durch Kochen mit 20°/,iger 
Salzsiure verseift. Nach erneuter Entfirbung mittels Tierkohle, Sittigen 
mit HCl-Gas und Einengen wurde eine 3. Krystallisation erhalten. Ausbeute 
4,81 g. [e]p = + 31,5°% Mutterlauge IL. 

Aufgeteilt in d) 1,45 g; e) 1,09 g; f) 0,85 g; g) 0,45 g; h) 0,37 g, zu- 
sammen 4,21 g. Mutterlauge Ila. Mutterlauge II und Ila lieferten nach 
Einengen und Stehenlassen weitere 3,01 g Krystallmasse; [a]p = + 28,7°. 
(Krystallfraktion 4 und Mutterlaugn III), Aufgeteilt in i) 0,90 g; k) 0,93 g; 
]) 1,02 g; zusammen 2,85 g. Mutterlauge Illa. Mutterlauge III + Illa war 
sirupés. Die aus ihr abgetrennten Krystalle stellten ein Gemisch von salz- 


saurem Phenylalanin, Glutaminsiurechlorhydrat und salzsaurem Leucin dar. 


Die erstere Verbindung lie8 sich unmittelbar durch fraktionierte Krystalli- 
sation abtrennen (die N-Bestimmung diente als Kontrolle). Nunmehr wurde 
zur Veresterung geschritten. Nach Destillation im Vakuum und Verseifung 
der Ester mit 20°/,iger Salzsiure wurde bei der fraktionierten Krystalli- 
sation der eingeengten, mit HCl-Gas gesittigten Lésung Krysta'labscheidung 
erhalten. [o]) = + 22,8° in 20°/,iger HCl. Es lag offensichtlich ein Gemisch 
von Glutaminsiure- und Asparaginsiurechlorhydrat vor. Die fraktionierte 
Krystallisation fiihrte nicht zu véllig reinem Glutaminsiurechlorhydrat. 
Nunmehr wurden die gesamten Krystallfraktionen in Wasser aufgenommen 
und nebst den Mutterlaugen der letzten Krystallabscheidung unter ver- 
mindertem Druck zur Trockne verdampft. Der ganze Vorgang wurde zur 
Entfernung der freien Salzsiure noch dreimal unter Zusatz von Wasser 
wiederholt. Dann wurde der Riickstand in Wasser gelést, die Lésung in 
einem MeBSkolben auf 50 cem aufgefillt und in einem aliquoten Teil der 
HCl-Gehalt festgestellt. Nach Zugabe der berechneten Menge NaOH wurde 
im Vakuum zur Trockne eingedampft. Nach Aufnahme des Riickstandes 
in Wasser wurde fraktioniert krystallisiert. Erhalten wurden die folgenden 
Krystallisationen : 


m) 1,45 g [e]p in 20°/,iger Salzsiure + 5,12° 1,73 g zum Teil racemische 
n) 0,28 g ‘ os + 3,86 ° Glutaminsiure 

0) 1,58 g ‘3 is + 25,1° 

p) 1,24 ¢ " » + 24,6° 


1-Asparaginsiure 
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Gesamtausbeute an salzsaurer Glutaminsaure 17,50 g = 14g 
Glutaminsiure = 10,7 °/, des hydrolysierten KiweiBes; davon 0,585 g 
d-Glutaminsiure = 4,18°/, der gesamten Glutaminsiure = 0,45°/, 
des angewandten HiweiBes. 














Analysenergebnisse 

Substanz} OC H N [o}*) 

OO OOOO QE : 
1. 92.42%, | 5,63°%, 7,32 °/, 4+ 31,2° 
a) 32,62 °/, 5,37 J, 7,60 °/, + 30,9° 
b) 32,67 °/, 5,42 °/, 7,58 °/, + 31,7° 
¢) 32,58 °/, 5,36 °/, 7,48 J, + 31,4° 
d) 32,55 °/, 5,63 °/, 1.01% + 31,2° 
e) 32,81 /, 5,32 °/, 7,56 °/, + 30,9° 
f) 32,53 °/, 5,56 °/, 7,51 °/, + 31,8° 
g) 32,21 °/, 5,60 °/, 7,69 °/, + 31,4° 
h) 32,51 °/, 5,51 %, 7,81 °/, + 31,8° 
i) 32,40 °/, 5,48 °/, 7,48 °/, + 32,0° 
k) 32,56 °/, 5,45 °/, 7,62 °/, + 30,9° 
1) 32,52 °/, 5,50 °/, 7,71 %/, + 31,41° 
m) 40,93 °/, 5,92 %/, 9,56 °/,**) + 5,12° 
n) 40,96 °/, 6,20 °/, 9,60 °/,**) + 3,86° 
0) 36,33 °/, 5,10 %/, 10,53 °/,t) + 25,1° 
p) 36,08 °/, 5,19 °%/, 10,72 °/,+) + 24,6° 














*) Die Temperatur schwankte zwischen 20 und 23°. 
**) Freie Glutaminsiure. 
+) Asparaginsiure. 


Berechnet fiir salzsaure Glutaminsiiure C 32,70 H 5,50 N 7,649, 


is a fir Glutaminsdure , ae, Bal. .:: ORO . 
me: fiir Asparaginsiure | ~~ S608: « 631. .,. 1058 ,, 


[«]p fir Glutaminsidure in HCl] = + 31,5° 
{a}, fiir Asparaginsiure in HCl = + 26,5°. 


Wir haben die Fahndung auf d,l-Glutaminsiure nach Er- 
scheinen von Arbeiten unternommen, die im Widerspruch mit 
den Feststellungen von Kégl und H. Erxleben standen§). Die 
Angaben dieser Forscher sind so eindeutig und gut belegt, daB 
an sich Zweifel an der Richtigkeit ihrer Befunde vdllig aus- 
geschlossen sind. Da ich einige Erfahrung auf dem Gebiete 
der Aufarbeitung von EiweiBhydrolysaten besitze und mir, wie 
eingangs bemerkt, bekannt war, daB normale Gewebe in der 
Regel nur 1-Glutaminsiure liefern, erschien es mir geboten, einen 
Beitrag zu dem ganzen, so wichtigen Problem zu liefern. An sich 
hatte ich mich dieser Aufga’ ern entzogen, als sich heraus- 
stellte, daB die erhaltenen Befunde insofern den von Kégl und 
H. Erxleben gewonnenen widersprachen, als die Ausbeuten an 
d-Glutaminsiure geringer waren als jene, die sie mitgeteilt haben, 
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ja in einem Fall sogar nur |-Glutaminsdure eindeutig festgestellt 
werden konnte. Es ist immer mifblich, Ergebnissen sorgfaltiger 
Arbeiten einen Befund gegeniiberzustellen, der abweichend ist, 
insbesondere, weil Kiégl und H. Erxleben mit vollem Recht 
manchen Forschungen gegentiber, die sich gegen die Befunde der 
Genannten aussprechen, einwenden konnten, daB die d,l-Glutamin- 
siure in den Mutterlaugen verblieben ist. Samtliche Arbeiten 
auf dem in Frage kommenden Gebiete fallen auBer Betracht, bei 
denen nicht auf Ausbeute an Glutaminsiure hingearbeitet worden 
ist. Anderseits sind manche sehr fliichtige Arbeiten, in denen 
berichtet wird, daB racemische Glutaminsdure festgestellt worden 
sei, wertlos, weil es an dem Beweis fehlt, daB die isolierte Glut- 
aminsaure rein war. Ohne vollstindige Analyse und fraktionierte 
Krystallisation und Einzeluntersuchung der erhaltenen Krystall- 
anteile kann keine Entscheidung iiber die Anwesenheit von 
d,l-Glutaminsiure gefallt werden. Man kann natiirlich sehr leicht 
Aminosauren isolieren, die nicht das volle Drehungsvermégen 
haben! Wir kénnen Kégl und H. Erxleben insofern bestatigen, 
als wir bei der Hydrolyse normaler Gewebe in. der Regel keine 
d,l-Glutaminsiure feststellen konnten. Dagegen gelang uns die 
Isolierung von solcher aus Tumorgewebe, jedoch wie schon erwidhnt, 
in der Regel in sehr viel geringerer Ausbeute als die genannten 
Autoren mitgeteilt haben. Wenn wir nur die beiden Hydrolysen 
ausfuihrlich mitteilen, bei denen wir aus Lebermetastasen in einem 
Fall keine d,l-Glutaminséure mit Sicherheit feststellen konnten, 
wahrend im zweiten solche in geringer Ausbeute eindeutig isoliert 
wurde, so geschieht das deshalb, weil die Ausdeutung des Be- 
fundes von d-Glutaminsiure in Eiweifstoffen der Krebszelle ohne 
Zweifel davon abhangt, in welchem AusmaBe Aminosduren 
der d-Reihe in solchen vorkommen. Zunidchst sei hervor- 
gehoben, da8 Kégl und H. Erxleben bei ihren Hydrolysen von 
TumoreiweiB auch recht verschiedene Ausbeuten an d-Glutamin- 
siure erhalten haben*). Immerhin fanden sie ausnahmslos 
racemische Glutaminséure, und zwar in Ausbeuten, die im all- 
gemeinen tiber denen lagen, die ich bei zahlreichen Hydrolysen 
von Tumorgewebe feststellen konnte. Da die Ausbeuten an 
Gesamtglutaminsiure bei meinen Untersuchungen in der Regel 





*) Herr Prof. Kégi hatte die Giite, mir einige willkiirlich heraus- 
gegriffene Beispiele tiber Ausbeuteschwankungen mitzuteilen. Die Aus- 
beuten an d-Glutaminsidure, bezogen auf Proteintrockengewicht, schwanken 
in der mir zur Verfiigung gestellten Zusammenstellung von 0,85—3,64 °/,. 
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gréBere waren, als sie von Kégl und H. Erxleben angegeben 
sind, kann der Unterschied nicht auf einer unzureichenden Iso- 
lierung der genannten Aminosdure beruhen. Hinzu kommt, dab 
die -Aufarbeitung der sorgsam gesammelten Mutterlaugen mittels 
der Estermethode unbedingt zur Feststellung racemischer Glut- 
aminsiure fiihren muB, wenn diese zugegen ist. Allerdings ist die 
Ausbeute an der genannten Aminosdure, wie schon oben betont, 
bei Verwendung der Estermethode keine quantitative. Infolge- 
dessen ist die Ausbeute an racemischer Glutaminsdure bei der 
zweiten Hydrolyse von Lebermetastasen etwas zu niedrig an- 
gegeben. Sie diirfte etwa um '/, héher einzuschitzen sein. Sie 
bleibt aber auch dann noch hinter dem niedrigsten Wert der 
von Kégl und H. Erxleben angefiihrten Hydrolysen von Tumor- 
gewebe zuriick, Ks scheint uns nach unseren Befunden 
nicht sehr wahrscheinlich, daB bei der Entstehung 
von Tumorzellen eine abweichende Konfiguration von 
ZelleiweiB eine maBgebende Rolle spielt, es sei denn, 
daB der Fall so liegt, daB ein bestimmtes Protein, das 
in seiner Menge stark schwanken kénnte, eine ab- 
weichende Konfiguration besitzt, und das Vorkommen 
eines solchen das Charakteristikum der bésartigen 
Tumorzelle darstellt*). Ob der Fall so liegt, kann nur durch 
weitere Forschungen entschieden werden. Man miiBte durch 
fraktionierte Darstellung von Proteinen aus Geschwulstzellen den 
Nachweis fiihren, daB die eine oder andere Fraktion Tragerin 
von Aminosduren der d-Reihe ist. Einstweilen méchten wir 
das Vorkommen von d-Aminosaduren in Geschwulstzellen 
eher als eine sekundar bedingte Abartung betrachten. 
Es ist durchaus méglich, daB in der Krebszelle Bedingungen 
herrschen, unter denen bestimmte Fermentsysteme in ihrer Wir- 
kung beeintrichtigt sind. Wir kommen damit auf die Vorstellung 
zuriick, daB die d-Aminosiureoxydase’) die Aufgabe hat, aus 
a«-Ketosiuren z. B. durch Umaminierung entstandene d,l-Amino- 
siuren durch Wegnahme der d-Komponente in die 1-Verbindung 
zu verwandeln. Ist dieser Vorgang gestért, dann bleiben fiir die 
Synthese von Eiweif8 Anteile von racemischen Aminosiuren iibrig. 





*) D. J. Bell u. E. Baldwin’) haben kiirzlich mitgeteilt, daB Galak- 
togen aus Helix pomatia neben d-Galaktose auch 1-Galaktose aufweist, und 
zwar soll die letztere in einem der vier Seitenkettenradikale des genannten 


Polysaccharids eingefiigt sein. Das wiirde bedeuten, daB nicht d,l-Galak- 
tose in das Molekiil eingebaut ist. 
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Bemerkenswert ist, daB bislang in Hinsicht auf Fermentsysteme, 
die mit dem EiweiBabbau bzw. der Verwandlung von Amino- 
siuren in Beziehung stehen, keine charakteristischen Unterschiede 
zwischen normalem und Geschwulstgewebe festgestellt werden 
konnten. Die Beobachtung, wonach tumorkranke Ratten eine 
verminderte d-Aminosiureoxydasewirkung zeigen sollen, bedarf 
noch der Bestatigung?*). Es besteht noch eine zu _beriick- 
sichtigende Méglichkeit der Auffindung von d,l-Glutaminsiure 
unter den Spaltprodukten von Hiweifstoffen, auf die wir schon 
an anderer Stelle’) hingewiesen haben. Es hat nimlich Emil 
Fischer?’) darauf hingewiesen, daB die bei der Kupplung von 
optisch reiner Glutaminséure mit Benzoylchlorid unter Verwen- 
dung von Natriumbicarbonat sich bildende Benzoylglutaminsiure 
bei der Abspaltung der Benzoylgruppe Glutaminsaure liefert, die 
einen geringeren Drehwert besitzt als die Ausgangsverbindung. 
In bekannter Weise gewonnene Chloracetyl-l-glutaminsaure liefert 
hingegen bei der Spaltung optisch einheitliche 1-Glutaminsiaure%). 
Man kénnte auf Grund der an der Benzoylglutaminsdure ge- 
machten Beobachtung zu der Vorstellung kommen, daB vielleicht 
in bestimmtem Tumoreiwei8 |-Glutaminsiure in einer Weise ge- © 
bunden ist, die bei der Hydrolyse Racemkérper liefert. 

Wir betrachten die ganze Forschung iiber das Vorkommen 
von Aminosduren der d-Reihe in Tumorzellen keineswegs als ab- 
geschlossen. Die Feststellungen von Kiégl und H. Erxleben sind 
derart prizis, daB sie zu weiteren Forschungen ndtigen. Ein 
Hauptfortschritt wird dann erreicht sein, wenn sich die Methode 
der Isolierung bestimmter Aminosaéuren und insbesondere von 
Glutaminsaéure so verbessern laBt, daB 100°/, dieser Dicarbon- 
siure isoliert werden kénnen. Vielleicht fiihrt das kirzlich von 
Turba und Richter*) veréffentlichte Verfahren zur Abtrennung 
von Asparaginsdure und Glutaminsiure weiter. Es entfallt dann 
der Einwand eines Ubersehens von vorhandener d,l-Form. 


Zusammenfassung 
Ks werden die Ergebnisse der Fahndung auf d-Glutamin- 
siure in Kiwei8 normaler Gewebe und von Tumorgewebe mit- 
geteilt. Bei der Hydrolyse der ersteren wurde mit wenig Aus- 





*) H. E. Carter u. C. M. Stevens '*) haben den Versuch unternommen, 
Einblick in die bei der Anwendung von Natriumbicarbonat sich voll- 
ziehenden besonderen Bedingungen bei der Kupplung von Aminosiuren mit 
Benzoylchlorid zu gewinnen. Wir sind mit ahnlichen Versuchen beschiftigt. 
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nahmen nur |-Glutaminsiure nachgewiesen. Bei der Hydrolyse 
einiger Tumoren wurde d-Glutaminsaure festgestellt, jedoch im 
allgemeinen in geringerer Ausbeute, als Kégl und H. Erxleben 
festgestellt haben. In einem Fall von Lebermetastase konnte 
der optische Antipode natiirlicher Glutaminsiure nicht mit Sicher- 
heit festgestellt werden. In einem zweiten Fall wurde d,l-Glut- 
aminsaure nachgewiesen, jedoch betrug die Ausbeute, berechnet 
auf die d-Form und die verwendete EiweiBmenge nur 0,45°/,. Es 
wird die Anschauung vertreten, daB das Vorkommen von Amino- 
siuren der d-Reihe fiir die Entstehung von Tumorzellen und ins- 
besondere von Carcinomzellen nicht das Wesentliche dargestellt. 
Dafiir sprechen die grofen Schwankungen in dem Vorkommen 
der d-Glutaminsiure. Es wird als Hypothese die Vorstellung 
vertreten, daB das Vorkommen von racemischen Aminosauren auf 
dem Versagen von Fermentsystemen beruht. An erster Stelle wird 
an eine mangelhafte Funktion der d-Aminosiureoxydase gedacht. 


Ausgefiihrt mit vom Reichsausschu8 fiir Krebsbekimpfung im Reichs- 
ausschu8 fiir Volksgesundheitsdienst zur Verfiigung gestellten Mitteln. 
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Einwirkung von Hefe und Ascorbinsiure auf Hamine’) 
Von 


Eberhard Stier 





(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Mai 1942) 








Die Oxydationsempfindlichkeit der Pyridin-himochromogene 
gegentiber Wasserstoffsuperoxyd direkt oder durch sein Auftreten 
in einem oxydativ-reduktiven System ist Gegenstand zahlreicher 
Untersuchungen gewesen, in deren Verlauf es jedoch nicht ge- 
lungen ist, krystallisierte Umwandlungsprodukte zu isolieren. Nun 
bot Koprohamin I-tetramethylester hinsichtlich seiner Symmetrie- 
eigenschaften besonders einfache Verhiltnisse, so daB es H. Libo- 
witzky und H. Fischer’) lohnend erschien, die bereits frither 5) 
durchgefiihrten Versuche mit Hefe an diesem Hisenkomplexsalz 
fortzusetzen. Die Pyridinlésung des Koprohimins zeigte nach 
Zusatz von Hefe sofort die hellrote Farbe des Haimochromogens 
und dessen Spektrums. Nach Einleiten von Sauerstoff konnte 
innerhalb von 21/,—3 Stunden Grinfairbung und das Spektrum | 
des ,,griinen Koprohamins“ beobachtet werden, dessen Uberfiihrung 
in Koproglaukobilinester durch Kochen mit methylalkoholischem 
Chiorwasserstoff in einer Ausbeute von etwa 10°/, gelang. Der 
Farbstoff konnte in gut krystallisiertem Zustande erhalten werden. 
Versuche mit Leberbrei in Pyridinlésung fihrten Protohimin in 
blaugriine Farbstoffe tiber*), ein Befund, den auch Th. Schreus 
und C. Carrié‘) bei der Behandlung von Himoglobin und Himatin 
mit Leberbrei und Leberextrakten in schwach basischem Medium 
feststellten, ohne jedoch krystallisierte Farbstoffe erhalten zu kénnen. 

Nachdem nun an einer Reihe verschiedener Hamochromogene 
einerseits der EKinfluB von Wasserstoffsuperoxyd* >) untersucht und 
der Eintritt einer Hydroxylgruppe in das Methinbriickensystem 





1) 36. Mitteilung zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 35. Mitteilung, 
Diese Z, 274, 231 (1942). 

2) Diese Z. 255, 209 (1938). 

’) H. Fischer u. F. Lindner, Diese Z. 158, 54 (1925). 

*) Klin, Weschr. 18, 1670 (1934). 

’) E. Stier, Diese Z. 272, 239 (1942). 
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bewiesen war, andererseits die Oxydation mit Hilfe eines oxydativ- 
reduktiven Systems (Hydrazin-Sauerstoff) nach Warburg’*) durch- 
gefiihrt und die entsprechenden Gallenfarbstoffe isoliert werden 
konnten, wurden diese Hisensalze nunmehr der Kinwirkung von 
Hefe in Pyridin ausgesetzt. Auch hier tritt sofortiger Farb- 
umschlag nach Hellrot ein, sobald die Haminlésung der Suspension 
von Hefe in Pyridin zugefiigt wird. Das Hamochromogenspektrum 
wird sichtbar. Man saugt 30 Minuten bei 50° einen langsamen 
Luftstrom hindurch und la4Bt 3 Stunden bei dieser Temperatur 
stehen. Die Pyridinlésung, die durch Zentrifugieren von Zell- 
trimmern befreit wird, zeigt jetzt griine Farbe und das Spektrum 
des Pyridin-verdo-parahaimatins. Acetyl-hiamatoporphyrin-Kisen- 
salz ergibt im Gegensatz zu Koprohimin I sehr geringe Ausbeute 
an Pyridin-verdo-parahimatin. Spektroskopisch ist es identisch 
mit dem nach der Warburgschen Methoden erhaltenen’). Die 
Uberfiihrung in Gallenfarbstoff wurde in bekannter Weise durch 
Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff vollzogen. Hier 
war die Ausbeute jedoch so gering, daB lediglich die spektro- 
skopische Identifizierung auf Grund der Fluorescenzprobe mit 
Jod—Zinkacetat vorgenommen werden konnte. Den gleichen Be- 
fund lieferten Tetramethyl-hamatoporphyrin-Kisensalz und Deu- 
terohaimin. Phyllohimin verhielt sich resistent. Es konnte keine 
Spur ,griines Himin“ nachgewiesen werden. Dieses Verhalten 
stimmt also mit der bei der Darstellung von Gallenfarbstoffen aus 
Haminen gemachten Erfahrung iiberein, nach der die Ausbeute an 
Gallenfarbstoff mit abnehmendem Symmetriegrad des zugrunde 
liegenden Porphyrins fallt. Hefe wirkt also keineswegs intensiver 
oder spezifischer als Wasserstoffsuperoxyd oder Hydrazinhydrat. 
Auch die Hisensalze von Chlorinen und Phorbiden, die sich nach 
friiheren Feststellungen”) (S. 60) gegen diese Reagentien resistent 
verhielten, wurden der Einwirkung von Hefe ausgesetzt, ohne 
daB jedoch eine Verinderung festgestellt werden konnte. SchlieB- 
lich wurden Acetyl-himatoporphyrin-dimethylester-Eisensalz und 
Tetramethyl-hamatoporphyrin-Eisensalz der Oxydation bei Gegen- 
wart von Pyrogallol und Brenzkatechin unterworfen, wie sie 
bereits friher*) durchgefiihrt worden ist. Nach Zugabe des 
Pyrogallols zu der Pyridinlésung des Himins entsteht das Hamo- 
chromogen, das nach Hinleiten von Sauerstoff unter Farbumschlag 
nach Braungriin in sehr schlechter Ausbeute das Pyridin-verdo- 





*) O. Warburg u. E. Negelein, Ber. chem. Ges. 68, 1816 (1930). 
) E. Stier, Diese Z. 278, 70 (1942). 
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parahimatin liefert und spektroskopisch mit dem durch Kinwir- 
kung sowohl von Hefe als auch von Hydrazin-Sauerstoff erhaltenen 
identisch ist. Bei der Umwandlung in Gallenfarbstoff konnte nach 
Fraktionieren mit 2°/,iger Salzsiure nur wenig Acetyl-himato- 
glaukobilinester erhalten werden. Die Hauptmenge bestand in einem 
Gemisch rotvioletter Gallenfarbstoffe, wie sie schon friiher’) (S. 71) 
beobachtet und beschrieben wurden. Demnach wird auch bei dieser 
Oxydation die Stufe des Pyridin-verdo-parahimatins tiberschritten. 

DaB fiir die Wirkung von Hefe und Leberbrei ein in Pyridin 
und Wasser lisliches hitzebestandiges Prinzip verantwortlich zu 
machen sei, war schon von H. Fischer und F. Lindner’) ver- 
mutet worden, ohne daB es jedoch isoliert werden konnte. Erst 
durch die Verwendung von Ascorbinsaiure, deren Wirksamkeit auf 
Hamin zuerst von P. Karrer, H. vy. Euler und H. Hellstrém®), 
sowie R. Lemberg’) und S. Edlbacher!°) beobachtet worden 
war, ergab in Fortsetzung der Versuche von H. Fischer und 
¥. Lindner bei Koprohimin I-tetramethylester in Pyridinlésung 
einen dunkelgriinen Farbstoff, der spektroskopisch mit dem nach 
der Hydrazinmethode® 4) erhaltenen identisch war und sich nach 
Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff zu Koproglau- 
kobilin Ia@-tetramethylester abbauen lieB. Dieser Gallenfarbstoff 
wurde in gut krystallisiertem Zustande in 20°/,iger Ausbeute 
erhalten?’), Von sonstigen Himinen war Mesohimin [X-dimethyl- 
ester der Einwirkung von Ascorbinséiure unterworfen worden !%). 
Hierbei wurde. ein Gemisch von zwei krystallographisch ver- 
schiedenen Glaukobilinestern isoliert. Ob als wirksames Prinzip 
Ascorbinsaure anzusprechen ist, erscheint unsicher, nachdem diese 
bisher nach vorliegenden Literaturangaben in der Hefe nicht 
aufgefunden worden ist. 

Nachdem in friheren Mitteilungen®*) das Verhalten der 
Pyridin-himochromogene verschiedener Porphyrine der Blut- und 
Blattfarbstoffreihe gegen Wasserstoffsuperoxyd und Hydrazinhydrat- 
Sauerstoff geprift und die Ausbeute an Oxydationsprodukten 
(Benzoxyporphyrine) bzw. an Spaltprodukten (Gallenfarbstoffe) als 
MaBstab fir die Oxydationsbereitschaft der Pyridin-himochromo- 





*) Arkiv fér Kemi, Mineralogie och Geologi, B. 11, Nr. 6, 5 (19383). 

*) Nature (London) 189, 1016 (1937); 140, 65 (1937). 

*) Naturw. 25, 461, 557, 667 (1937); vgl. auch G. Barkan u. 
O. Schales, Naturw. 25, 667 (1937); Diese Z. 248, 96 (1937). 

4) R. Lemberg, Biochemic. J. 29, 1322 (1935). 
4) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 251, 198 (1938). 
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bewiesen war, andererseits die Oxydation mit Hilfe eines oxydativ- 
reduktiven Systems (Hydrazin-Sauerstoff) nach Warburg®) durch- 
gefitihrt und die entsprechenden Gallenfarbstoffe isoliert werden 
konnten, wurden diese Hisensalze nunmehr der Kinwirkung von 
Hefe in Pyridin ausgesetzt. Auch hier tritt sofortiger Farb- 
umschlag nach Hellrot ein, sobald die Himinlésung der Suspension 
von Hefe in Pyridin zugefiigt wird. Das Haimochromogenspektrum 
wird sichtbar. Man saugt 30 Minuten bei 50° einen langsamen 
Luftstrom hindurch und 1la8t 3 Stunden bei dieser Temperatur 
stehen. Die Pyridinlésung, die durch Zentrifugieren von Zell- 
trimmern befreit wird, zeigt jetzt griine Farbe und das Spektrum 
des Pyridin-verdo-parahaimatins. Acetyl-hamatoporphyrin-EKisen- 
salz ergibt im Gegensatz zu Koprohimin I sehr geringe Ausbeute 
an Pyridin-verdo-parahimatin. Spektroskopisch ist es identisch 
mit dem nach der Warburgschen Methoden erhaltenen’). Die 
Uberfiihrung in Gallenfarbstoff wurde in bekannter Weise durch 
Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff vollzogen. Hier 
war die Ausbeute jedoch so gering, daB lediglich die spektro- 
skopische Identifizierung auf Grund der Fluorescenzprobe mit 
Jod—Zinkacetat vorgenommen werden konnte. Den gleichen Be- 
fund lieferten Tetramethyl-hamatoporphyrin-EKisensalz und Deu- 
terohimin. Phyllohimin verhielt sich resistent. Es konnte keine 
Spur ,griines Hamin“ nachgewiesen werden. Dieses Verhalten 
stimmt also mit der bei der Darstellung von Gallenfarbstoffen aus 
Haminen gemachten Erfahrung iiberein, nach der die Ausbeute an 
Gallenfarbstoff mit abnehmendem Symmetriegrad des zugrunde 
liegenden Porphyrins fallt. Hefe wirkt also keineswegs intensiver 
oder spezifischer als Wasserstofisuperoxyd oder Hydrazinhydrat. 
Auch die Hisensalze von Chlorinen und Phorbiden, die sich nach 
friiheren Feststellungen’) (S. 60) gegen diese Reagentien resistent 
verhielten, wurden der Einwirkung von Hefe ausgesetzt, ohne 
daB jedoch eine Verinderung festgestellt werden konnte. SchlieB- 
lich wurden Acetyl-himatoporphyrin-dimethylester-Eisensalz und 
Tetramethyl-hamatoporphyrin-Kisensalz der Oxydation bei Gegen- 
wart von Pyrogallol und Brenzkatechin unterworfen, wie sie 
bereits friiher*) durchgefiihrt worden ist. Nach Zugabe des 
Pyrogallols zu der Pyridinlésung des Hiimins entsteht das Hamo- 
chromogen, das nach Kinleiten von Sauerstoff unter Farbumschlag 
nach Braungriin in sehr schlechter Ausbeute das Pyridin-verdo- 





*) O. Warburg u. E. Negelein, Ber. chem. Ges. 63, 1816 (1930). 
) E. Stier, Diese Z. 273, 70 (1942). 
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parahimatin liefert und spektroskopisch mit dem durch EKinwir- 
kung sowohl von Hefe als auch von Hydrazin-Sauerstoff erhaltenen 
identisch ist. Bei der Umwandlung in Gallenfarbstoff konnte nach 
Fraktionieren mit 2°/,iger Salzsiure nur wenig Acetyl-hamato- 
glaukobilinester erhalten werden. Die Hauptmenge bestand in einem 
Gemisch rotvioletter Gallenfarbstoffe, wie sie schon friher’) (S. 71) 
beobachtet und beschrieben wurden. Demnach wird auch bei dieser 
Oxydation die Stufe des Pyridin-verdo-parahamatins iiberschritten. 

Da8 fiir die Wirkung von Hefe und Leberbrei ein in Pyridin 
und Wasser lésliches hitzebestaindiges Prinzip verantwortlich zu 
machen sei, war schon von H. Fischer und F. Lindner’) ver- 
mutet worden, ohne daB es jedoch isoliert werden konnte. Erst 
durch die Verwendung von Ascorbinsdéure, deren Wirksamkeit auf 
Hamin zuerst von P. Karrer, H. v. Euler und H. Hellstrém’%), 
sowie R. Lemberg’) und 8. Edlbacher?!°) beobachtet worden 
war, ergab in Fortsetzung der Versuche von H. Fischer und 
F. Lindner bei Koprohaimin I-tetramethylester in Pyridinlésung 
einen dunkelgriinen Farbstoff, der spektroskopisch mit dem nach 
der Hydrazinmethode® 4) erhaltenen identisch war und sich nach 
Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff zu Koproglau- 
kobilin I@-tetramethylester abbauen lieB, Dieser Gallenfarbstoff 
wurde in gut krystallisiertem Zustande in 20°/,iger Ausbeute 
erhalten?’), Von sonstigen Himinen war Mesohimin [X-dimethyl- 
ester der EKinwirkung von Ascorbinsiure unterworfen worden ?%). 
Hierbei wurde ein Gemisch von zwei krystallographisch ver- 
schiedenen Glaukobilinestern isoliert. Ob als wirksames Prinzip 
Ascorbinsdure anzusprechen ist, erscheint unsicher, nachdem diese 
bisher nach vorliegenden Literaturangaben in der Hefe nicht 
aufgefunden worden ist. 

Nachdem in friheren Mitteilungen®*) das Verhalten der 
Pyridin-himochromogene verschiedener Porphyrine der Blut- und 
Blattfarbstofireihe gegen Wasserstofisuperoxyd und Hydrazinhydrat- 
Sauerstoff gepriift und die Ausbeute an Oxydationsprodukten 
(Benzoxyporphyrine) bzw. an Spaltprodukten (Gallenfarbstoffe) als 
MaBstab fir die Oxydationsbereitschaft der Pyridin-hamochromo- 





*) Arkiv fér Kemi, Mineralogie och Geologi, B. 11, Nr. 6, 5 (1933). 

*) Nature (London) 139, 1016 (1937); 140, 65 (1937). 

) Naturw. 25, 461, 557, 667 (1937); vgl. auch G. Barkan u. 
O. Schales, Naturw. 25, 667 (1937); Diese Z. 248, 96 (1937). 

1) R. Lemberg, Biochemic. J. 29, 1322 (1935). 

4) H. Fischer u. H. Libowitzky, Diese Z. 251, 198 (1938). 
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gene angesehen worden war, wurden auf Grund der hierbei ge- 
sammelten Erfahrungen diese Hisensalze in Pyridinlésung mit 
Ascorbinsiure behandelt. Acetyl-himatoporphyrin-dimethylester- 
Kisenkomplexsalz (I)*) (S. 51, IiT) 
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ging unter diesen Bedingungen zunichst in das Pyridin-himo- 
chromogen iiber. Beim Einleiten von Sauerstoff bildete sich unter 
Griinfarbung das entsprechende Pyridin-verdo-parahimatin, das 
spektroskopisch mit dem nach der Hydrazinmethode und mittels 
Hefe erhaltenen identisch war. Durch methylalkoholischen Chlor- 
wasserstoff erhalt man beim Fraktionieren in Hauptausbeute Acetyl- 
hamatoglaukobilin-dimethylester, der mittels der Fluorescenzprobe 
mit Jod—Zinkacetat spektroskopisch identifiziert wurde. Im Rest- 
aither konnten nach Entnahme von Zwischenfraktionen mit 4- und 
6°/,iger Salzsiure mit 8- und 10°/,iger Salzsaiure rotviolette 
Farbstoffe extrahiert werden, die sich durch Indikatoreigen- 
schaften auszeichnen. Ihr Spektrum und das ihrer blaugriinen, 
rotfluorescierenden Zinkkomplexsalze stimmt mit denen der nach 
der Hydrazinmethode aus dem Restither des Acetyl-himatoglau- 
kobilinesters erhaltenen Farbstoffgemische nicht véllig tberein’) 
(S. 71). ‘Tetramethyl - himatoporphyrin - Kisenkomplexsalz, das 
friiher’) (S. 210) ohne Erfolg mit Ascorbinsiure behandelt worden 
war, ergab ebenfalls den gleichen positiven Befund. Auch hier 
wurde, da die entsprechenden Gallenfarbstoffe bereits in krystalli- 
siertem Zustande nach der Hydrazinmethode erhalten worden 
sind, auf ihre Isolierung verzichtet. 

Phyllohimin hatte nach der Hydrazinmethode nur sehr ge- 
ringe Mengen an ,griinem Haimin“ ergeben, das infolge unvoll- 
stindiger Umsetzung nur in stark verunreinigtem Zustande 
erhalten werden konnte. Der daraus erhaltene amorphe Gallen- 
farbstoff erwies sich in der Fluorescenzprobe mit Jod—Zinkacetat 
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mit den iibrigen Glaukobilinen’) (vgl. dort die Definition S. 48) 
als identisch. Das Oxydationsverfahren mit Ascorbinsaiure bot 
nun die Méglichkeit, diesen Befund auf seine Richtigkeit zu iiber- 
priifen. Dabei wurde festgestellt, da8 sich Phyllohiminester mit 
Ascorbinsaéure leichter in das Pyridin-verdo-parahaimatin iiber- 
fiihren 148t, als durch Hydrazin-Sauerstoff. Spektroskopisch 
unterscheidet sich das Phylloester-pyridin-verdo-parahimatin nur 
unwesentlich innerhalb der MeBfehlergrenze von den itibrigen 
Verdo-parahimatinen. 


Dieses Verhalten ist bemerkenswert, weil es den geringen EinfluB der 
ms-Methylgruppe zeigt. Schon bei der Weiteroxydation des Acetyl-himato- 
ester-pyridin-verdo-parahimatins mit Sauerstoff war die geringe Anderung 
des Spektrums der Chloroformlésung hervorgehoben worden, obgleich die 
Menge der rotvioletten Gallenfarbstoffe sich vermehrt hatte. Erst 16stiindige 
Oxydation in Pyridin bewirkte unter Farbumschlag eine deutliche Anderung 
des Spektrums’) (S. 72). Eine Substitution am Briickengeriist der Verdo- 
parahimatine scheint demnach wenig EinfluB auf die Ausbildung des Spek- 
trums zu haben. Bei Porphyrinen war in einer friiheren Arbeit der Einflub 
der ms-Methylgruppe und der der Benzoxygruppe der Benzoxyporphyrine 
auf die Ausbildung des Spektraltyps Gegenstand einer Untersuchung ge- 
wesen®) (S. 253—258). Ihr Ergebnis bestand in der Feststellung, daB Methyl- 
und Benzoxygruppe, was ihren Einflu8 auf das Spektrum anbetrifft, den 
gleichen Effekt auslésen, so daB sie in dieser Beziehung als gleichartige 
Substituenten anzusprechen sind. 


Der Gallenfarbstoff wird aus dem Phylloester-pyridin-verdo- 
parahaématin durch Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasser- 
stoff erhalten. Die Ausbeute an Phylloglaukobilinester ist besser 
als nach der Hydrazinmethode. Wegen Materialmangels konnte 
aber keine feste Substanz erhalten werden. Das Spektrum der 
Fluorescenzprobe mit Jod—Zinkacetat stimmt mit dem des Glau- 
kobilins fast itiberein. Leider steht zur Zeit nicht geniigend Aus- 
gangsmaterial zur Verfiigung, so daB die Darstellung von krystalli- 
siertem Gallenfarbstoff noch nicht durchgefiihrt werden konnte. 


Auch hier macht sich der Einflu8 der Methylgruppe nicht annihernd 
so stark bemerkbar wie am Porphinkern, wobei allerdings noch nicht be- 
wiesen ist, ob die Methylgruppe nicht bei dem OxydationsprozeB entfernt 
worden ist. Glaukobiline. mit Alkylsubstituenten im Briickengeriist sind 
noch nicht beschrieben worden, so da8 auch die Vergleichsméglichkeit mit 
synthetischem Material wegfallt. 


Besonders interessant war nun die Bearbeitung des Rhodo- 
hamin-dimethylesters(I1), dessen Pyridin-hamochromogen bereits mit 
Wasserstoffsuperoxyd oxydiert und durch Benzoylierung in Benzoxy- 
rhodoporphyrin-dimethylester tiberfiihrt werden konnte 5) (S. 252). 
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Seine Oxydation mit Hydrazin-Sauerstoff und die "“Caiaclaas 
des in sehr geringer Ausbeute entstandenen stark verunreinigten 
Pyridin-verdo-parahimatins in Gallenfarbstoffe ergab keine Spur 
von dem erwarteten Rhodoglaukobilinester. Trotz vielfacher An- 
derungen der Versuchsbedingungen konnten stets nur geringe 
Mengen rotvioletter Gallenfarbstoffie nachgewiesen werden, ein 
Befund, der auch bei den Eisenkomplexsalzen des Diacetyl-deu- 
teroporphyrins und des Phylloerythrins erhoben wurde’) (S. 57). 
Vollzieht man die Oxydation aber mit Ascorbinsiure-Sauerstoff 
in Pyridin, so beginnt sich das zunichst gebildete Pyridin-hamo- 
chromogen nach Zugabe mehrerer Anteile von Ascorbinsiure 
allméhlich zu verfarben. Erst nach 40 Minuten ist die Lésung 
dunkelgriin gefarbt. Das Rhodoester-pyridin-verdo-parahimatin 
besitzt ebenfalls ein dreibandiges Spektrum, unterscheidet sich 
aber von allen bisher beschriebenen mit gesattigtem Seitenketten- 
system hinsichtlich der Lage und der Intensitét der Banden. In 
diesem Falle tritt also deutlich der EinfluB des -Substituenten, 
der Kerncarboxylgruppe in Erscheinung. Die Umwandlung in 
Gallenfarbstoff vollzog sich auch hier zum groBen Teil schon in 
der Kalte und wurde durch kurzes Erwirmen mit methanolischem 
Chlorwasserstoff vervollstiindigt. Beim Aufarbeiten iiber Ather 
konnte der tiefblau gefairbte Rhodoglaukobilin-dimethylester mit 
4- und 6°/,iger Salzsiure entzogen werden. Aus Aceton-Methanol 
wurde der krystallisierte Ester vom Schmelzp. 226° in allerdings 
nur sehr geringer Ausbeute erhalten. Der Rhodoglaukobilin- 
dimethylester wird entsprechend der Annahme, daB die Auf- 
spaltung des Porphinringes wie beim Hamoglobin in «-Stellung 
erfolgt, durch folgende Formel (III) wiedergegeben: 


H,C——(.H, H,C——-COOCH, PSM-—CH, H,C——=€,.H, 
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Hinsichtlich der Aufspaltungsgeschwindigkeit der ,griinen 
Hamine“ zum Gallenfarbstoff besteht offenbar ein Zusammenhang 
mit den Symmetrieeigenschaften des betreffenden Himins. Kopro- 
ester-verdohamin der bisher einzige krystallisierte Vertreter der 
»grunen Himine“, geht beim Kochen mit methylalkoholischem 
Chlorwasserstoff nur teilweise in Koproglaukobilinester iiber. Die 
weniger symmetrisch gebauten Pyridin-verdo-parahimatine von 
Proto- und Mesoporphyrin yehen zwar vollstindig, jedoch erst 
nach langerem Kochen in die Ferrobiline der Glaukobilinester 
tiber. Bei der Behandlung der Pyridin-verdo-parahimatine von . 
Deutero-, Tetramethyl-himato-, Acetyl-himato-, Pyrro- und Phyllo- 
porphyrin mit methanolischem Chlorwasserstoff erfolgt bereits 
in der Kalte unter Farbumschlag nach Blau der Ubergang in 
Gallenfarbstoff. Wenn R. Lemberg?) in einer kiirzlich er- 
schienenen Arbeit einen Vergleich der Stabilitétsverhaltnisse des 
K oproester-verdohamins und des ,,Ferri-verdohimatins“ (Proto- 
pyridin-verdo-parahimatin) gegen Chlorwasserstoff anstellt, so laBt 
er den obigen auf Grund der vorliegenden Befunde sich er- 
gebenden Gesichtspunkt unberiicksichtigt. Nicht der Wertigkeits- 
zustand des Eisens (beim Kopro-verdohimin als dreiwertig er- 
kannt), sondern die Symmetrieeigenschaften des Seitenkettensystems 
sind fir die Leichtigkeit des Uberganges der ,griinen Himine“ 
in Gallenfarbstoff anscheinend verantwortlich zu machen. Auch — 
Hydrazinhydrat wirkt auf ,griine Himine“ nur bei Anwendung 
hoher Konzentrationen, nicht aber unter den von Warburg an- 
gegebenen Bedingungen nachweisbar zerstérend. 7 

Rhodoglaukobilin-dimethylester ist wie das entsprechende 
Porphyrin verhaltnismaBig schwer léslich. Die rotvioletten Farb- 
stoffe, die bei den ‘iibrigen Himinen zum Teil in betriachtlicher 
Ausbeute entstanden, konnten hier trotz der langen Oxydations- 
dauer nur in sehr geringer Menge nachgewiesen werden. Rhodo- 
glaukobilin-dimethylester ist der erste krystallisierte Gallenfarb- 
stoff vom Bilitrientyp1*), der ein Seitenkettensystem mit einem 
fiir manche Chlorophyllderivate charakteristischem Strukturbestand- 
teil, der kernstindigen Carboxylgruppe, trigt. Spektroskopisch 
weist die Fluorescenzprobe beziiglich der Intensitaéten der Banden 
im Gegensatz zu den bisher beschriebenen Gallenfarbstoffen aus 
Haminen deutliche Unterschiede auf. Uber die Reihenfolge der 





18) Biochemie. J. 35, 366 (1941). 


14) H. Fischer u. H. W. Haberland, Diese Z. 232, 240 (1935); vel. 
auch W. Siedel, Diese Z. 245, 264 (1937). 
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Substituenten l4Bt sich aus friiher®") geschilderten Griinden nichts 
aussagen, | 

Gallenfarbstoffe mit kernstindigen Carboxylgruppen sind bisher 
nur in der Bilirubinreihe erhalten worden. So bildet sich aus 
einem in #-Stellung carbathoxylierten Oxypyrromethen und For- 
malin bei Anwesenheit von Salzsiure ein Gallenfarbstoff vom 
Oxydationsgrad des Bilirubins, der zwei kernstindige Carboxyl- 
gruppen tragt)5). Seine Dehydrierung ergab das entsprechende 
in #-Stellung zweifach carboxylierte Glaukobilin. Das Spektrum 
der Fluorescenzprobe mit Jod—Zinkacetat besitzt den gleichen 
Typ wie das des Rhodoglaukobilinesters, jedoch sind die beiden 
Hauptmaxima gegeniiber denen des Rhodoglaukobilinesters um 
5—6 my nach Blau verschoben. 

Ob nach Verseifung des Rhodoglaukobilin-dimethylesters die 
entstehende freie Saure sich zu Pyrroglaukobilin decarboxylieren 
14Bt, diirfte im wesentlichen eine Frage der Stabilitit der Gallen- 
farbstoffe sein, die gegen pyrogene Reaktionen sehr empfindlich 
sind. Der hemmende HinfluB des negativen Substituenten, der 
Kerncarboxylgruppe, kommt also gegeniiber Ascorbinsiure nicht 
so stark zum Ausdruck, wie gegentiber Hydrazin, da in dem 
System Ascorbinsiure—Sauerstoff anscheinend hdhere Konzen- 
trationen von Wasserstoffsuperoxyd wirksam sind, als bei An- 
wendung von Hydrazin-Sauerstoff. Diacetyl-deuterohaminester, 
der sich gegen Hydrazin—Sauerstoff resistent verhalten hatte’) 
(S. 57), konnte auch mit Ascorbinséure—Sauerstoff nicht oxydiert 
werden. Das Verhalten seines Pyridin-himochromogens gegen- 
iiber verdiinnter Wasserstoffsuperoxydlésung ist bis jetzt noch 
nicht gepriift worden. Dieser Versuch diirfte geeignet sein fest- 
zustellen, ob der hemmende EinfluB der beiden Acetylgruppen 
so groB ist, daB eine Oxydation wie bei den EKisenkomplexsalzen 
von Chiorinen und Phorbiden véllig unméglich ist oder ob sie 
nur bei Anwendung héherer Konzentrationen an Wasserstoff- 
superoxyd gelingt. Die Hisenkomplexsalze von Chlorinen und 
Phorbiden sind der Oxydation mit Ascorbinséure—Sauerstoff in 
Ubereinstimmung mit den bisherigen Erfahrungen unzuginglich. 


Yersuche 


Einwirkung von Hefe auf Acetyl-hamatoporphyrin-dimethyl- 
ester-Eisensalz. 150 mg Acetyl -himatoporphyrin - dimethylester-Eisensalz ’) 
werden in einem Gemisch von 300 ccm Pyridin und 300 cem Wasser ge- 





%) H. Fischer u. E. Adler, Diese Z. 197, 274 (1931). 
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lést. Dann gibt man 500 g Branntweinhefe (fein zerrieben) zu und schiittelt 
kriftig durch, bis eine gleichmaéBige Suspension entsteht. Nun wird 15 bis 
20 Minuten ein langsamer Luftstrom durchgesaugt und anschlieBend 3 Stunden 
bei 50° stehen gelassen. Die schmutzig griinliche Lésung wird mit 750 ccm 
destilliertem Wasser und 750 cem Chloroform versetzt und stark durch- 
geschiittelt. Dann wird zentrifugiert. Die erhaltene griine Chloroform- 
lésung wird zweimal mit destilliertem Wasser gewaschen und zentrifugiert. 
Sie zeigt das Spektrum des Pyridin-verdo-parahimatins. 


Spektrum in Chloroform—Pyridin: 
I. 678—642; II. 583—522; III. Max. bei 507 (sehr schwach); End.- 
i ccnenmmntiicmemmmnt —_— 
660 528 
Abs.: 456. 
Reihenfolge der Intensitiiten: I, II; III. 


Nach Abdestillieren des Chloroforms im Vakuum bei 50° wird der 
Riickstand mit 50 ccm etwa 20°/,igem methanolischem Chlorwasserstoff zum 
Sieden erhitzt. Die Fraktionierang iiber Ather ergab nur geringe Mengen 
an Acetyl-himatoglaukobilinester. Der gré8te Teil der Farbstoffe besteht 
aus einem Gemisch rotvioletter Gallenfarbstoffe. Bei Anwendung kleinerer 
Hefemengen oder gré8erer Mengen an Eisensalz tritt nur eine unvoll- 
stindige Oxydation des Pyridin-himochromogens ein. 


Einwirkung von Hefe auf Tetramethyl-hamatoporphyrin-Eisen- 
salz. Tetramethyl-himatoporphyrin-Eisensalz wurde ebenso behandelt. 


Spektrum des Pyridin-verdo-parahimatins in Chloroform—Pyridin: 
I, 675—642; II. 532—523; III. Max. bei 506 (sehr schwach); End.- 


ae cee 


——_ 
659 528 
Abs.: 462, 


Reihenfolge der Intensitiéiten: I, Il; IL 


Einwirkung von Pyrogallol-Sauerstoff auf Acetyl - iienatenes- 
phyrin-dimethylester-Eisensalz. 250mg Eisensalz in 25 cem Pyridin 
werden mit 100 mg Pyrogallol versetzt. Dann wird 10 Minuten bei 55 bis 
60° Sauerstoff durchgeblasen. Die Himochromogenlésung firbt sich dunkel. 
Nach Zugabe von weiteren 100 mg Pyrogallol wird nochmals oxydiert. 
Hierbei tritt eine schmutzig griine Lésungsfarbe auf. Bei nochmaliger 
Wiederholung dieses Vorganges wird die Lésungsfarbe rein griin. Man 
gieBt in 0,5 Liter Wasser und schiittelt mit Ather aus. Die weitere Ver- 
arbeitung erfolgt in bekannter Weise. Die Ausbeute an Gallenfarbstoffen 
ist gering. Mit 2°/,iger Salzsiure ist nur sehr wenig Acetyl-himatoglau- 
kobilinester zu extrahieren. Der Hauptbestandteil der Gallenfarbstoffe wird 
von den rotvioletten Farbstoffen gebildet. 


Spektrum des Pyridin-verdo-parahimatins in Chloroform—Pyridin: 
I. 673—635; IL. 532—523; III. 501—491; End.-Abs.: 443. 
wnietiashpaghente —S$ ear — 
654 527 496 
Reihenfolge der Intensititen: I, II; III. 


Oxydation des Acetyl-hamatoporphyrin-dimethylester-Eisensalzes 
mit Ascorbinsaure-Sauerstoff. 250 mg Eisensalz werden in 25 ccm Pyridin 
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gelést. Nach Zugabe von 50mg Ascorbinsiure leitet man bei 55—60° 
3 Minuten einen starken Sauerstoffstrom ein. Dabei tritt Griinfirbung ein. 
Man setzt nochmals 50 mg Ascorbinsiure zu, leitet wieder 3 Minuten Sauer- 
stoff ein und versetzt nach dieser Zeit nochmals mit 75 mg Ascorbinsiure. 
Nachdem wiederum 4 Minuten oxydiert wurde, gieBt man in 0,5 Liter 
Wasser und schiittelt mehrmals mit Ather aus. Die weitere Aufarbeitung 
bis zum Gallenfarbstoff erfolgt nach bekannter Vorschrift. Das Pyridin- 
verdo-parahimatin ist spektroskopisch mit dem auf anderem Wege er- 
haltenen identisch. Bei der Aufarbeitung tiber Ather entzieht 2°/,ige Salz- 
siure Acetyl-himatoglaukobilinester, dessen Fluorescenzprobe mit der der 
auf anderem Wege erhaltenen Glaukobiline spektroskopisch identisch ist. 
Mit 4- und 6°,iger Salzsiure extrahiert man eine Zwischenfraktion, mit 
8- und 10°/,iger Salzsiure entzieht man rotviolette Farbstoffe mit Indi- 
katoreigenschaften. 


Spektrum im Ather: 

I. 558—526; II. 511—490; End.-Abs.: 447. 
a ae. 

Reihenfolge der Intensitéten: I, II. 

Spektrum des Zinkkomplexsalzes in Ather: 

I. 650—610; II. 536 (sehr schwacher Schatten); End.-Abs.: 452. 
a 

Reihenfolge der Intensititen: I, I. 


Das Zinksalz fluoresciert rot und besitzt eine blaue Lésungsfarbe. Das 


gleiche Ergebnis brachte die Oxydation des Tetramethyl-himatoporphyrin- 
Eisensalzes. 


Oxydation des Phyllohaminesters mit Ascorbinsaure-Sauerstoff. 
Vorschrift wie vorher. 


Spektrum des Phylloester-pyridin-verdo-parahimatins in Chloroform- 
Pyridin: 
I. 678—635; Ul. 531—523; III. 500—492; End.-Abs.: 446. 
657 527 496 


Reihenfolge der Intensitiiten: I, II; III. 
Spektrum des Phylloglaukobilinester-zinkkomplexsalzes in Ather: 
I. 641—619; Il. 585—566; End.-Abs.: 424. 


630 576 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 





Oxydation des Phylloerythrin- haminesters mit Ascorbinsaure- 
Sauerstoff. Vorschrift wie vorher. 


Spektrum des Phylloerythrinester-pyridin-verdo-parahimatins in Chloro- 
form-—Pyridin: 
I. 652—628; II. Schatten bei 586 und 559; End.-Abs.: 500. 
640 
Reihenfolge der Intensititen: I, II. 

















satin ail ins Pere yee 














pat RGR EGG Daa aa nd es Ge BH ee ty 





s héabsienaaauiabae 














Einwirkung von Hefe und Ascorbinsiéure auf Himine 165 


Rhodoglaukobilin-dimethylester durch Oxydation des Rhodo- 
hamin-dimethylesters mit Ascorbinséiure-Sauerstoff. 500 mg Rhodo- 
himin-dimethylester werden in 50 ccm Pyridin gelést und mit 100 mg 
Ascorbinsiure versetzt. Dann wird bei 55—60° ein kriftiger Sauerstoff- 
strom durchgeblasen. Dabei tritt Dunkelfirbung ein. Nun gibt man weitere 
100 mg Ascorbinsiure hinzu und oxydiert nochmals 10 Minuten, bis die Lésung 
schmutzig griin gefirbt ist. Dieser Vorgang wird noch zweimal wieder- 
holt. Die leuchtend griine Pyridinlésung wird in 1 Liter Wasser gegossen 
und durch Ausschiitteln mit Ather von nicht umgesetztem Material befreit. 
Nach Uberfiihren des griinen Farbstoffs in Chloroform wird dieses durch 
Chlorealcium filtriert und im Vakuum bei 50° zur Trockne eingeengt. Der 
Riickstand wird durch Kochen mit methylalkoholischem Chlorwasserstoff 
in Gallenfarbstoff iibergefiihrt und in 2 Liter Ather getrieben. Mit 4- und 
6°/,iger Salzsiure wird der Rhodoglaukobilin-dimethylester entzogen und in 
frischen Ather iibergefiihrt. Nach Einengen auf ein sehr kleines Volumen laBt 
man 2 Tage zur Krystallisation stehen. Dann wird abfiltriert. Zur Analyse 
wird zweimal aus Aceton—Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 226° nach Sin- 
tern bei 210°. Der Ester krystallisiert in kleinen verwachsenen Sternchen. 


Spektrum des Rhodoester-pyridin-verdo-parahimatins in Pyridin—Chloro- 


form: 
I. 654—632; II. 585 (4uBerst schwacher Schatten); III. 532—525; 
—_—_—_—_—_—_— ‘ —_——_————— 
643 529 
EndAbs.: 500. | 


Reihenfolge der Intensititen: I, II; IL. 


Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat in Ather: 
I. 663—657; II. 619—587; IIL. 578—550 (sehr verwaschen); End.- 
= —_— —_—_—_—_ 
660 601 564 
Abs.: 419. : 
Reihenfolge der Intensitéten: II, I; II. | : 
4,002 mg Subst. (bei 80° i. Hochv. getr.): 9,867 mg CO,, 2,222 mg 


H,O. — 3,349 mg Subst.: 0,270 cem N, (19°, 707 mm). — 3,871 mg Subst.: 
0,606 cem n/50-KSCN . 


C,;H,,0.N, (86,7) Ber. C 67,55 H 6,53 N9,55 20CH, 10,58 
of, 6-5 Cee ~ 9,71. 
Spektrum der Fluorescenzprobe mit Jod-Zinkacetat in Ather: 
I. 663—657; II. 619—587; III. 578—550 (sehr verwaschen); End.- 
Te eneeeneiin emma 


em amen Sree, nate 
660 601 564 


Abs.: 419. 
Reihenfolge der Intensititen: II, I; II. 


Spektrum der Fluorescenzprobe des 1’, 8’-Dioxy-1,3, 6, 8-tetramethyl-2, 
?-dicarbathoxy-bilidien-(2’a, 7’y)-4, 5-dipropionsiure-diithylester *): 
I. 678—630; IL. 606—586; III. 5838—520; End.-Abs.: 429. 
¥ “/ etme, aaa een ee 
654 596 529 
Reihenfolge der Intensititen: I, I1; [1. 


Die Lage der beiden Hauptmaxima ist gegeniiber denen des Rhodo- 
glaukobilinesters um 5—6 mu nach Blau verschoben. 
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Uber die quantitative Bestimmung von Bilirubin 
in Harn und Stuhl 
Von 


Torben K. With*) 





(Aus der Medizinischen Universitaéts-Poliklinik Kopenhagen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juni 1942) 


Bei Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der Gallenfarb- 
stoffe und die Leberfunktion ist es notwendig, tiber zuverlassige 
quantitative Bestimmungsmethoden zu verfiigen. Fiir das Blut- 
bilirubin hat man gute Methoden (vgl. z. B. With, 1942), aber 
fir Harn und Stuhl sind die Verhidltnisse weniger klar, und 


eine genauere Durchpriifung und Abinderung der vorhandenen © 


Methoden hat sich als notwendig erwiesen. 


Bestimmung von Bilirubin im Harn 

Fiir den qualitativen Nachweis von Bilirubin im Harn sind 
zahlreiche Methoden angegeben; wir wollen diese hier nicht naher 
besprechen, aber auf ihre Diskussion in der Arbeit von Foord 
und Baisinger (1940) hinweisen. Nach ihnen ist die Diazo- 
methode die empfindlichste wenn sie so ausgefihrt wird, daB 
man den Harn erst mit BaCl, fallt, danach filtriert und schlieB- 
lich auf dem Filter nach Alkoholzusatz diazotiert; eine deutliche 
rosa Farbe ist da bei sehr kleinen Bilirubinkonzentrationen sicht- 
bar (sogen. ,,Diazo-Spot“-Methode). Fiir den quantitativen Nach- 
weis ist die Diazoreaktion auch aus anderen Griinden vorzuziehen, 
da sie fiir das Bilirubin spezifisch und colorimetrisch meBbar ist. 
Man mu8 sie unbedingt den anderen Farbreaktionen des Bili- 
rubins (z. B. Oxydation mittels Jod oder Salpetersiure) vorziehen, 
da bei der Diazoreaktion ein wohldefinierter Farbstoff (Azobili- 
rubin) gebildet wird, wihrend es sich bei den anderen Reaktionen 
um Mischungen verschiedener nicht genauer bekannter Oxydations- 
produkte handelt (vgl. Jendrassik und Gréf, 1938). 





*) Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung von P. Carl Petersens 
Fond durchgefihrt. 
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In der Literatur findet man zwei quantitative Modifikationen 
der Diazoreaktion fir Bilirubinbestimmung im Harn (Godfried, 
1934; Jendrassik und Gréf, 1938). Beide Methoden benutzen 
Fallung des Harnbilirubins mit schwer léslichen Salzen 
(BaSO,; CaHPO,), und sie fihren an, da8 das Bilirubin bei 
dieser Fiallung quantitativ mitgerissen wird. Wir haben die 
Richtigkeit gepriift, indem wir reine Bilirubinlésungen teils mit 
Diazotierung allein und teils nach Fallung nach Jendrassik 
und Gréf untersuchten (fiir die Methodik vgl. unten); wir fanden . 
hierbei — photometrische Messungen bei § 57 des Pulfrich- 
photometers in stark saurer Lésung — stets dieselben Werte fir 
gefallte und nicht gefallte Lésungen, und kénnen also bestitigen, 
daB das Bilirubin mit der genannten Methodik quantitativ gefallt 
wird, Die benutzten Bilirubinlésungen wurden aus krystallinischem 
Bilirubin ,,Homburg“ mit heiBer 5°/,iger Sodalésung hergestellt. 

Nach beiden Methoden wird das gefallte Bilirubin gewaschen 
und der bilirubinhaltige Niederschlag in Alkohol aufgeschlammt 
und dann diazotiert. Hierbei erfolgt quantitative Diazotierung 
des anwesenden Bilirubins; daB dieses wirklich der Fall ist, 
konnten wir in unseren oben besprochenen Versuchen mit Analysen 
reiner Bilirubinlésungen mit und ohne Fallung bestatigen. Nach 
Godfrieds Methode wird jetzt mit etwa '/, Volumen CHCl, aus- 
geschiittelt und die Chloroformphase colorimetriert; nach Jen- 
drassik und Gréf wird nach beendeter Diazotierung mit kon- 
zentrierter Salzsiure stark sauer gemacht, wobei der Niederschlag 
in Liésung geht und das Azobilirubin blau wird, und danach wird 
im Pulfrichphotometer bei S 57 gemessen. 

Wir haben beide Methoden nachgepriift und alkoholisch- 
waBrige Azobilirubinlésungen (von reinen Bilirubinlésungen, von 
bilirubinreichem Harn oder von bilirubinreichen Kinderfaeces 
hergestellt) mit CHCl, ausgeschiittelt; wir untersuchten hierbei 
sowohl rote neutrale wie blaue saure Lésungen des Azobilirubins 
und versuchten sowohl gleiches Volumen als */, Volumen CHCl,. 
Stets war es aber ganz deutlich, da8 nur ein Teil des Azobili- 
rubins in die CHCl,-Phase iiberging; wurde einmal mit gleichem 
Volumen CHCl, ausgeschiittelt, so wurden etwa ?/, des Azobili- 
rubins im CHCl, gefunden. Man kann also nicht mit quan- 
titativer Extraktion mittels CHCl, rechnen. Wir ver- 
suchten auch mehrere Extraktionen mit CHCl,; hierbei blieben 
stets meBbare Mengen in der waBrigen Schicht zuriick; iibrigens 
sind Methoden mit mehr als einer CHCl,-Ausschiittelung zu 
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kompliziert fiir klinische Analysen. Andererseits hatte die CHCI,- 
Ausschiittelung doch gewisse Vorteile, indem die stérenden 
roten oder gelben Farbstoffe, die bei Diazotierung und An- 
siuern von vielen Harnen gebildet werden, nicht in CHCl, 
iibergehen. 

Was nun die Methode von Jendrassik und Gréf anbelangt, 
so geben diese Untersucher an, daB es ganz gewiB sehr oft 
stérende rote Farbstoffe gibt, daB aber die stérenden Hin- 
fliisse von solchen durch Messungen in dem Pulfrichphotometer S 57 
entfernt werden. Man sollte also bei dem Gebrauch dieses 
Filters nur die Absorption des blauen Azobilirubins messen, 
ungestért von der Absorption der roten Farbstoffe, die in ge- 
wissen Fallen in der Farbe der Liésung ganz dominieren. Dies 
ist in vielen Fallen sehr wahrscheinlich der Fall, aber Jen- 
drassik und Gréf haben keine Beweise hierfiir geliefert. Unseren 
Beobachtungen nach mu8 man mit ernsten Fehlern durch diese 
roten Farbstoffe rechnen; ganz gewiB absorbiert diese Substanzen 
das Filter S57 nur wenig, aber wenn sie in groBen Mengen vor- 
kommen, kénnen sie doch auch bei diesem Filter ganz betricht- 
liche Extinktionen hervorrufen, und wenn sie reichlich vorhanden 
sind, so kénnen sie Bilirubinkonzentrationen von iiber 
3 mg-°/, vortauschen. Man kann also nicht ohne weiteres 
die Methode von Jendrassik und Gréf ohne Kontrolle 
verwenden; nur wenn bei der Diazotierung eine klare rote 


- Farbe entsteht, die bei dem Ansiuern schén blau wird, kann 


man davon ausgehen, daB die gemessenen Werte Bilirubin ent- 
sprechen. 

Jendrassik und Grof fiihren an, daB die stérenden Stoffe 
Bilirubinabbauprodukte sind. Dies ist sehr wahrscheinlich auch 
in bilirubinhaltigem Harn der Fall, aber stérende Stoffe werden 
auch in bilirubinfreien Harnen gefunden, und ganz besonders in 
urobilinreichen Harnen; so fanden wir mehrmals in urobilin- 
reichen Harnen, die sich bei CHCl,-Ausschiittelung nach Diazo- 
tierung als bilirubinfrei erwiesen hatten, Photometerwerte, die 
2—3 mg-°/, Bilirubin vortiuschten. In stark  urobilinhaltigen 
Harnen kann man also die Methode von Jendrassik und Gréf 
nicht benutzen; da man in solchen Harnen gewodhnlich nur kleine 
Bilirubinmengen findet, muB man hier CHCl,-Ausschiittelung ver- 
wenden, um eine quantitative Schitzung des Bilirubingehaltes zu 
bekommen. Dabei kann man damit rechnen, daB etwa */, des 
anwesenden Azobilirubins in das CHCl, iibergehen. 
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Eine andere Méglichkeit fir die Entfernung von stérenden 
Farbstoffen ist die Chromatographie; wir haben hiermit viele 


Versuche durchgefihrt, ohne doch zu einer brauchbaren 
Methode zu kommen. 


Anfangs wurde versucht, bei direkter Chromatographie des Harns — 
mit verschiedenen py-Werten — auf Al,O, (purissimum ,,Merck“‘) das Bili- 
rubin selbst zu isolieren. Hierbei wurde in mehreren Fillen eine gelbe 
Zone in dem obersten Teil der Siule beobachtet, welche bei Pinseln (mach 
Zechmeister, Cholnoky und Ujhélyi) mit Alkohol und Diazoreagens 
die fiir Bilirubin charakteristische Farbreaktion lieferte, aber dieses Ver- 
hiltnis war keineswegs fiir alle bilirubinhaltigen Harne konstant. Die 
Zone war weiter nicht scharf abgegrenzt und es war nicht méglich, das 
Bilirubin davon zu eluieren, obwohl man es mit zahlreichen Eluierungs- 
mitteln (z. B. Alkohol, Eisessig, Pyridin) versuchte. Diese Versuche zeigten 
iibrigens sehr deutlich, da8 der Harn zahlreiche Stoffe enthalten kann. die 
verschieden gefirbte und starke Diazoreaktion geben, und daraus, daB 
man diese reagierenden Verbindungen in dem Chromatogramm der Azo- 
farbstoffe nach der Fallung des Bilirubins mit nachfolgender Diazotierung 
in mehreren Versuchen nicht wiederfand, ergibt sich, daB viele stérende 
Stoffe bei der Bilirubinfillung entfernt werden. 


Spiter wurde die Chromatographie der Lésung nach Diazotierung — 
also Chromatographie der Azofarbstoffe in alkoholischer Lésung — ver- 
sucht; hierzu war die stark saure Lésung ungeeignet, da das Azobilirubin 
unter diesen Bedingungen die Siule passiert; man benutzt besser Lésungen, 
die durch Zusatz von so viel Tropfen konzentrierter HCl hergestellt wurden, 
bis der diazotierte Niederschlag gerade gelést war. Es wurden hierbei 
verschiedene Zonen gefunden; im obersten Teil der Siiule befand sich eine 
schwach gefirbte graue oder bliuliche Zone, die gewodhnlich nur wenige 


‘Millimeter lang war, aber in einigen Fallen 1—3 em erreichen konnte; diese 


Zone war um so stirker, je linger die Harne gestanden hatten und war 
immer im frischen Harn wenig ausgesprochen; sie muf daher von Bilirubin- 
abbauprodukten herriihren. Die nichste Zone, die ohne Zwischenraum 
folgte, war deutlich rot, wenige Millimeter bis einige Zentimeter lang und 
gab beim Pinseln mit Séiure und Alkali die fiir Azobilirubin charakteristischen 
Farbreaktionen. Sie war recht scharf abgegrenzt und lieB sich mittels stark 
alkalischem Wasser teilweise mit griiner Farbe eluieren; diese griine Farbe 
zeigte aber nicht mehr die charakteristischen Farbreaktionen des Azobili- 
rubins, so daB man also in dieser Weise nicht fiir quantitative Messungen 
eluieren kann. Bei Gegenwart stérender roter oder gelber Farbstoffe sieht 
man auSer den genannten Zonen unter der roten Zone, oder vielleicht in 
das Filtrat passierend, eine dritte stark gefirbte rote oder gelbe Zone. 


Man kann also aus dem Chromatogramm ersehen, daf Azobilirubin 
nur einen Teil des Gesamtfarbstoffs ausmacht, und man kann schitzungs- 
weise angeben, wie groB dieser Teil ist; weiter kann man Anhaltspunkte 
dafiir bekommen, ob das urspriinglich in dem Harn yorkommende Bilirubin 
schon in bedeutendem Grade oxydiert ist oder nicht, aber es ist nicht 
méglich, in dieser Weise genaue quantitative Bestimmungen durchzufihren. 
Die Technik war die von With (1940, Kap. V) beschriebene; es wurden 
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Saiulen von 10mm Durchmesser und 10 em Linge benutzt. Auch Chromato- 
graphie an Ca(OH), und CaCO, wurde versucht, aber die Resultate waren 
hier noch schlechter. 

Kine fir die Bilirubinbestimmung auBerst wichtige Frage ist 
die Haltbarkeit des Bilirubins im Harn. Hieriiber sprechen 
friihere Untersucher nicht; Jendrassik und Grdéf geben an, daB 
sie bei Zusatz von bekannten Bilirubinmengen zu _ ikterischem 
Harn das Bilirubin quantitativ wiederfanden, wenn die Harne 
nicht alkalisch vergoren waren; sie geben aber nur 2 Harne als 
Beispiele. Wir haben sowohl die Haltbarkeit des Harnbilirubins 
im Hisschrank untersucht, als auch Wiederfindungsversuche mit 
zu normalen oder urobilinreichen Harnen zugesetztem Bilirubin 
durchgef tihrt. 

Nach 3stiindigem Stehen im Hisschrank wurden meist Ver- 
luste von 20—30°/, des Bilirubins beobachtet; in einigen Fallen 
wurden aber keine nachweisbaren Verluste festgestellt. Weiter 
wurde gefunden, daB man diese Verluste vermeiden kann, wenn 
man den Harn wie unten angegeben fallt; die Fallung kann dann 
ohne Verlust 24 Stunden stehen, bevor man die weitere Analyse 
durchfiihrt. ? 

Bei Zusatz von Bilirubin zu einem urobilinreichen Harn und 
Messung nach Diazotierung und CHCl,-Ausschiittelung wurden 
keine meSbaren Verluste gefunden. Dagegen zeigten 2 normale 
Harne starke Verluste, indem nur */,—1/, des zugesetzten Bili- 


rubins wiedergefunden wurde; in einem dritten normalen Harz. 


wurden Extinktionen, die etwa der zugesetzten Bilirubinmenge 
entsprachen, gefunden, aber die Farbe war in diesem Fall nicht 
klar blau, und die Chromatographie zeigte eine sehr ausgesprochene 
1—2 cm lange graue Oberzone und nur eine schwache Azo- 
bilirubinzone. Die bestimmte Extinktion war also in diesem 
Fall nicht durch Azobilirubin allein verursacht, und es war auch 
in diesem Fall eine bedeutende Oxydation des Bilirubins nach- 
zuweisen. 

Man muB also annehmen, da’ Bilirubin im Harn sehr 
leicht zerstért wird, und die Analyse ist an méglichst 
frischem Harn durchzufiihren. Man kann aber den frischen 
Harn fallen und mit der weiteren Analyse bis 24 Stunden warten. 
In normalem Harn wird offenbar fast momentan bedeutend oxy- 
diert, wenn Bilirubin in 5°/,iger Sodalésung zugesetzt wird; in 
unseren oben besprochenen Versuchen wurde namlich wenige Mi- 
nuten nach Zugabe gefallt. 
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Wir wollen jetzt die von uns ausgearbeitete Abanderung der 
Methode von Jendrassik und Gréf beschreiben. Bei Doppel- 
analysen mit diesem Verfahren fanden wir — in den Fallen mit rein 
blauer Farbe — Abweichungen von héchstens 5°/, des Mittelwertes. 


Beschreibung der Methode 


Je nach dem Bilirubingehalt des Harns werden 1, 2 oder 5 ml benutzt. 
Wird gefillt, so mu8 man den Niederschlag so weit wie méglich durch 
Ansiuern oder Alkalisieren in Lésung bringen; bei Niederschligen unbe- 
kannter Natur oder Triibungen durch Himaturie oder Pyurie darf man 
nicht zentrifugieren, da Bilirubin in den Niederschligen adsorbiert ist; das 
Verfahren ist daher hier ungenau. Der Harn wird in ein Zentrifugenglas 
abpipettiert, dann werden 1,5 ml einer Phosphatlésung (11 °/, Na,HPO,, 
12H,O) und danach 0,5 ml einer Ca-Lésung (20°/, CaCl,, 6H,O) zugesetzt. 
Erst nach 10 Minuten, da dann erst das Bilurubin vollstindig gefillt ist 
(Jendrassik und Gr6f), wird 10 Minuten lang kriftig zentrifugiert. Die 
iiberstehende Fliissigkeit wird verworfen und der zuriickbleibende Nieder- 
schlag 3mal mit 2—5 ml 0,2°/,iger Lésung von CaCl,, 6H,O gewaschen; 
darauf wird wiederum so weit wie mdglich alle Fliissigkeit entfernt (z. B. 
mit Pipette) und nun der Niederschlag durch Umriihren mit einem Spatel 
in etwa 5 ml 96°/, igem Alkohol aufgeschlimmt. Jetzt wird 1 ml einer Diazo- 
lésung (von 10 ml ,,Diazo 1“ = 5 g Sulfanilsiure + 15 ml konzentrierte 
HCl + H,O ad 1000 ml und 0,25 mi (6 Tropfen) ,,Diazo 2‘‘ = 0,5°/,ige NaNO,- 
Lésung frisch zubereitet) zugesetzt und griindlich umgeriihrt, wobei eine 
rote Farbe entsteht, falls Bilirubin anwesend ist. In einigen Fillen ent- 
stehen aber andere Farben, z. B. gelbe, die eine eventuelle schwache rote 
Farbe verdecken kénnen. Man wartet nun 10 Minuten, wonach 2 ml kon- 
zentrierte HCl zugesetzt werden, wobei nach Umriihrung der Niederschl 
aufgelést wird und die Fliissigkeit eine blaue Farbe annimmt, falls Bilirubin 
anwesend ist. Oft wird die Farbe aber nicht rein blau; z. B. ist sie nicht 
selten mehr oder weniger roétlich; in stark bilirubinhaltigen frischen Harnen 
ist die Farbe jedoch rein blau. Dann wird in einem 10-ml-Me8kéibchen 
mit Alkohol bis zur Marke verdiinnt, gut gemischt und im Pulfrichphoto- 
meter bei S 57 (#/,, 1 oder 2 em Schichtdicke nach der Intensitit der Farbe) 
mit Wasser in der Vergleichktivette gemessen. Die Konzentration in Milli- 
gramm pro 100 ml wird nach der Formel c = 3,46 x Eicm berechnet, wenn 
man von 2ml Harn ausgeht. Geht man von 1 oder 5 ml aus hat man mit 
2 oder 0,4 zu multiplizieren. 

Ist die Farbe nicht rein blau, so mu8 man mit dem gleichen Volumen 
CHCl, in dem Zentrifugenglas kriftig schiitteln und wieder zentrifugieren; 
danach wird die CHCI,-Schicht abpipettiert und in einem MeBkélbchen mit 
Alkohol auf 10 ml verdiinnt und wie oben angefiihrt gegen Alkohol ge- 
messen. Man berechnet wie angefiihbrt, indem man hier doch mit */, multi- 
pliziert, da nur etwa */, des Azobilirubins in das CHCl, iibergeht. Dieses 
Vorgehen ist aber nicht notwendig, wenn die Farbe blau mit nur einem 
rotlichen oder gelblichen Beiton ist, da unter solchen Verhiltnissen die rote 
oder gelbe Farbe zu schwach ist, um meBbare Absorption bei 8 57 zu geben. 
Ist die rote oder gelbe Farbe stirker oder verdecken sie die blaue Farbe 
ganz, so ist die CHCl,-Extraktion unbedingt notwendig. 
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Bestimmung von Bilirubin im Stuhl 


Bilirubin kommt nur im Stuhl des Sauglings vor; im Stuhl 
gréBerer Kinder und Erwachsener ist es von bakteriellen und 
enzymatischen Vorgingen im Darm abgebaut oder zu Urobilin- 
stoffen umgebildet worden. Da Untersuchungen iiber die Bili- 
rubinausscheidung bei Saiuglingen bei Arbeiten tiber die Patho- 
genese des Ikterus neonatorum wichtig sind, haben wir uns die 
Aufgabe gestellt, eine brauchbare Methodik fir quantitative Be- 
stimmung des Bilirubins im Sauglingsstuhl auszuarbeiten. 


Nur einige friihere Untersucher haben Siuglingsstuhl auf 
Bilirubin untersucht, und ihre Analysenmethoden sind nicht hin- 
reichend gesichert. 


Yipp6 (1913) trocknete den Stuhl auf dem Wasserbad an der Luft 
und pulverisierte danach. Da8 man hierbei mit nicht kontrollierbarer Oxy- 
dation des Bilirubins rechnen muB, ist selbstverstindlich, aber dies scheint 
Yipp6 nicht beobachtet zu haben. Danach wird der pulverisierte Stuhl 
vom Fett befreit mittels Soxhlet-Extraktion 6—8 Stunden mit Ather, ohne 
daB fiir die Entfernung der Peroxyde des Athers gesorgt wird, so da8 man 
auch bei diesem Vorgang mit Verlusten durch Oxydation rechnen muB. 
Das Pulver wird in einem gréBeren Gefi8 mit 100 ml 0,1 n-HCl 2 Minuten 
lang unter kriftigem Umrihren gekocht, um das Bilirubin aus seinen Alkali- 
verbindungen zu lésen; auch hier mu8 man mit Oxydation rechnen. Da- 
nach werden 250 ml Wasser zugesetzt, wobei Bilirubin und Biliverdin aus- 
gefilit werden. Danach wird filtriert, das Filter an der Luft bei Zimmer- 
temperatur getrocknet und 3—4 Stunden lang mit CHCl], extrahiert. Die 
CHC!,-Lésung wird spektrographiert; aus den Extinktionen bei 493 und 
538 mu wird die Konzentration fiir Bilirubin und Biliverdin berechuet. 
Yippé6 fand 91—107°/, vom zugesetzten Bilirubin bei einer Nachpriifung 
der Methode wieder, die er durch Zusatz von Bilirubin zu einer Probe total 
acholischen Siuglingsstuhls yornahm. 


Obgleich Ylpp6 etwa 100°/, des Bilirubins wiederfand, kann man 
sich nur schwierig von dem Gedanken frei machen, da8 Teile des Bilirubins 
wegen seiner leichten Oxydierbarkeit unter diesem langdauernden Prozef 
verloren gehen miissen. Weiter gibt die Wiederfindung zugesetzten Bili- 
rubins keine Garantie dafiir, daB die Extraktion des in dem Stuhl an- 
wesenden Bilirubins quantitativ ist, da das letzte wahrscheinlich viel schwie- 
riger zu extrahieren ist als das zugesetzte Bilirubin. Betrachtet man die von 
Ylpp6 gefundenen Werte fiir die Bilirubinausscheidung der Siuglinge, so 
ist es auffallend, daB sie so niedrig wie 120—160 mg fiir die Gesamtaus- 
scheidung in den ersten 14 Tagen nach der Geburt sind (vgl. die Werte 
von Meyer und Adler unten). Wir kommen spiter auf diese Frage zuriick. 


Eine andere Methode ist von Meyer und Adler (1924) angegeben. 
‘/e g Stuhl werden in einem Mérser mit 2,5 ml Alkohol und einem Paar 
Tropfen ,,Ammoniak“ bis zur ,,Homogenitit gerieben, wonach auf */, ml 
der Aufschlimmung 1 ml ,,Diazonium“ zugesetzt wird. Nach Zusatz von 
HCl wird kolorimetriert. Diese Methode ist etwas unvollstindig beschrieben 
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und kann kaum ganz genaue Werte geben, da man nicht den Stuhl 
durch einfaches Reiben im Mérser ganz homogenisieren und weiter kaum 
das Bilirubin mittels einfachen Reibens quantitativ extrahieren kann. Man 
ist auch erstaunt, iiber die hohen Werte von Meyer und Adler, indem 
sie etwa 500—5000 mg tiglich in dem Stuhl neugeborener Kinder finden. 
Jedenfalls gehen diese Werte und die obengenannten von Ylpp6 so weit 
auseinander, daB neue Untersuchungen erforderlich sind. 


Beim Suchen nach einer brauchbaren Methode fiir Neu- 
geborenenstuhl wurde anfangs versucht mit wasserfreiem Na,SO, 
in einem Mérser den Stuhl zu einem trockenen Pulver zu ver- 
reiben, und dieses mittels CHCl, oder Alkohol nach Ans&uren 
mit Eisessig im Soxhlet zu extrahieren. Hierdurch gelang es aber 
nur, einen kleinen Teil des Bilirubins zu erhalten; selbst nach 
mehrstiindiger Behandlung war das Stuhlpulver stets deutlich gelb 
und wurde mit Diazoreagens und Alkohol stark rot. Da die Ex- 
traktion des Bilirubins selber also nicht ohne weiteres méglich 
schien, versuchte man es im Stuhl zu diazotieren und das Azo- 
bilirubin zu extrahieren. Nach diesem Prinzip kam man zu der 
unten beschrieben Methode mit guten Resultaten. 


Etwa 3/,g Stuhl wird abgewogen und in einen Mérser (Durchmesser 
etwa 10 em) gebracht; ein Paar Tropfen Eisessig werden zugesetzt, sowie 
einige Gramm wasserfreies Na,SO,. Danach wird zerrieben, bis die Masse 
ein trockenes und so weit wie médglich homogenes Pulver geworden ist; 
eventuelle Krusten, an den Seiten und Boden des Mérsers werden mit 
einem Spatel losgemacht und pulverisiert. Danach werden 10—15 ml 96°, 
Alkohol und 1m! Diazomischung (vgl. oben unter Bestimmung im Harn) 
zugesetzt, und mit dem Spatel energisch umgeriihrt. Nach etwa 1 Minute 
wird die iiber dem Pulver stehende rote Flissigkeit durch ein Papierfilter 
in ein Kélbchen dekantiert. Dasselbe wird mit etwa 10 ml Alkohol und 
0,5—1 ml Diazo wiederholt und man fihrt hiermit so lange fort, bis keine 
rote Farbe mehr abgegeben wird. Dann werden Filter und Pulver in einen 
Mérser gebracht und mit 10ml Alkohol und 1ml Diazo behandelt, um 
eventuelle hier zuriickbleibende Reste zu extrahieren. Man braucht in der 
Regel 3—5 Extraktionen, nur bei sehr bilirubinreichen Stiihlen 7—10. Da- 
nach werden die gesammelten Extrakte gemessen und eventuell mit Alkohol 
zu einem runden Volumen (z. B. 100 ml) verdiinnt. SchlieBlich werden 
3 Tropfen konzentrierte Salzsiure auf je 5 ml zugesetzt, wobei eine schéne 
blaue Farbe auftritt. Man soll nicht mehr HCl zusetzen, da sonst feine 
Ausfillungen die Messung stéren. Jetzt kann die Messung folgen, ganz 
wie oben fir Bilirubin im Harn mit 857 des Pulfrichphotometers. Die 
Berechnung ist jedoch nicht dieselbe wie fiir Harn (wo man den Gehalt 
pro 100 ml berechnete nach Messung von 2 ml Harn in 10 mi — nach Dia- 
zotierung usw.), aber die Konzentration wird in Milligramm pro 100ml der 
gemessenen Liésung ausgedriickt: c = Eiem x 0,685 (vgl. Jendrassik und 
Grof, 8.74), und hieraus wird danach die Konzentration in Milligramm 
pro Gramm Faeces berechnet. 
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Diese Methode mu8 quantitative Extraktion sichern, da man 
extrahiert, bis keine Farbe mehr abgegeben wird, Weiter sieht 
man, daB das urspriinglich gelbe oder griine Faecespulver nach 
vollendeter Extraktion farblos oder grau wird. Da nicht nur die 
gelbe Farbe wihrend der Extraktion verschwindet und dasselbe 
fiir die griine Farbe der Fall ist, wenn der Stuhl griin ist, muf 
man auch damit rechnen, da8 nicht nur das Bilirubin, sondern 
auch das ,,Biliverdin“ extrahiert wird. Die Verluste kénnen bei 
dieser Methode nur klein sein; denn Bilirubin im Neugeborenen- 


stuhl ist recht gut haltbar (vgl. unten), und es wird durch die 


Extraktion schnell in den recht stabilen Azofarbstoff iibergefiihrt. 


Die Genauigkeit der Methode wurde mittels Doppelanalysen gepriift; 
folgende Extinktionen wurden gefunden: 0,572 und 0,563; 1,03 und 1,00; 
0,372 und 0,351; 0,690 und 0,721; 0,462 und 0,430; man sieht, da8 die cin- 
zelnen Werte héchatens mit + 5%, vom Mittelwert abweichen. Weiter 
wurden die letzten 4 von diesen 5 Proben nach 24 Stunden langer Auf- 
bewahrung im Eisschrank in zugekorkten Glisern wieder analysiert und 
gaben die Extinktionswerte 0,998, 0,357, 0,703 und 0,450, so daB man also 


schlieBen kann, da8 keine bedeutenden Verluste wihrend dieser Zeit ein- 
getreten sein kénnen. 


Es sei erwaihnt, da6 die Farbe der angesduerten Stuhlextrakte 
fast immer rein blau war, wie man es bei Diazolésungen des 
reinen Bilirubins sieht. Nur Mekoniumextrakte waren eine Aus- 
nahme, indem die Extrakte mehr oder weniger rétlich sein 
konnten; die Farbe solcher Extrakte war schén rot, aber mit 
einem mehr gelblichen Ton als gewdhnlich, und nach dem An- 
siuern wurde sie rétlich und nicht wie gewdhnlich rein blau. 


Um diese Verhialtnisse naiher zu untersuchen wurde der in 


Alkohol geléste neutrale Azofarbstoff (vor dem Ans&uern) an Al,O, 
chromatographiert. 


Hierbei zeigten die gewéhnlichen hellroten Extrakte, die beim An- 
siuern blau wurden, im obersten Teil der Siule eine einige Millimeter breite, 
hellbraune Zone, im unmittelbaren AnschluB hieran eine mehrere Millimeter 
breite intensiv braune Zone, und am unteren Rand von dieser eine einige 
Millimeter breite hellrote Zone; unter der letzten Zone, von ihr durch eine 
wenige Millimeter breite farblose Zone getrennt, wurde ferner in den meisten 
Extrakten eine hellgelbe Zone beobachtet, die gewéhnlich '/,—1 em breit 
war. In den Mekoniumextrakten war diese Zone aber sehr stark entwickelt 
und mehbrere Zentimeter breit, wihrend die rote Zone nur sehr sehwach 
entwickelt und auch die intensivy braune Zone schwiicher als gewéhnlich 
war. Beim Pinseln der Saiule mit konzentrierter HCl wurde die oberste 
Zone schwach violett, die intensiv braune Zone intensiv violett, die rote 
Zone blau und die gelbe Zone rot; beim Pinseln mit Alkali wurden die 
drei obersten Zonen griinblau und die gelbe Zone fast farblos. 
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Die Chromatographie zeigt also, da8 es mehrere verschiedene Azo- 
bilirubine in der Lésung gibt (drei verschiedene Zonen, die die charak- 
teristischen Reaktionen mit Alkali und Saéure geben) und auBerdem einen 
gelben Farbstoff, der besonders im Mekonium gefunden wurde, und mit Saure 
eine rote Farbe gibt. Ob es sich um verschiedene Bilirubine oder nur um 
Bilirubin und verschiedene sehr nahestehende Umbildungsprodukte desselben 
handelt ist zur Zeit nicht méglich zu entscheiden. Die quantitative Tren- 
nung der Zonen ist nicht méglich, da sie so dicht aneinander liegen, und 
auch die quantitative Eluierung ist schwierig (vgl. oben unter Harn). Wir 
haben auch Chromatographie an Ca(OH), und CaCO, versucht; die Farben 
treten aber auf diesen Adsorptionsmitteln nur sehr schwach hervor und so 
war auf Ca(OH), nur die intensivy braune Zone deutlich sichtbar, wihrend 
auf CaCO, simtliche Zonen die Siule passierten. So gelang es nicht, mit 
diesen schwiicheren Adsorptionsmitteln .bessere Resultate zu bekommen. Es 
ist vielleicht méglich, bessere Resultate nach verschiedenen Reinigungs- 
verfahren zu bekommen, aber solches hat bei einem gewéhnlichen quanti- 
tativ-analytischen Verfahren kein Interesse. 


SchlieBlich soll angefiihrt werden, daB wir in Untersuchungen 
an 10 Neugeborenen in dem Gesamtstuhl von den 10 ersten 
Lebenstagen zwischen 35 und 125 mg Bilirubin fanden; diese 
Werte stimmen erstaunlich gut mit den oben besprochenen Werten 
von Ylpp6 iberein (120—160 mg im Gesamtstuhl von den 14 
ersten Lebenstagen), so daB man annehmen muB, daB die Oxy- 
dation des Bilirubins wahrend des Ylppéschen Verfahrens doch 
nicht so bedeutend sein kann. Daraus ergibt sich wiederum, da8 
das Bilirubin im Stuhl sehr widerstandsfahig gegen Oxydation 
sein muB — im Gegensatz zum Bilirubin im Harn. Unser Ver- 
fahren, das also etwa dieselben Werte wie Ylppés Methode 
liefert, 14Bt sich aber bedeutend schneller und einfacher als dieses 
durchfiihren. | 
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Uber die quantitative Bestimmung von Urobilin 
in Harn und Stuhl 
Von 


Torben K. With*) 





(Aus der Medizinischen Universitits-Poliklinik Kopenhagen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Juni 1942) 








Bestimmungen von Urobilin oder Urobilinogen in Harn und 
Stuhl werden in der Klinik regelmaBig in der Diagnostik der 
Leber-, Herz- und anderen Krankheiten gebraucht. Die im 
allgemeinen hierzu verwendeten Methoden sind aber ziemlich un- 
genau, und da die Méglichkeit einer verbesserten Diagnostik 
mittels genauer quantitativer Urobilinbestimmung naheliegt, haben 
wir versucht solche Analysenmethoden auszuarbeiten. 


Bestimmung von Urobilinogen im Harn 


Wiinscht man die Urobilin-Substanzen des Harns zu be- 
stimmen, so kann man entweder das Urobilin oder das Uro- 
bilinogen bestimmen. Das letztere gibt. mit Ehrlichs Benz- 
aldehydreagens eine charakteristische Reaktion, die zur Colorimetrie 
gut geeignet ist, weshalb man meistens die Urobilinogenbestim- 
mung bei quantitativer Arbeit vorzieht. 

Eine quantitative Urobilinogenbestimmung mu mit einer 
Umwandlung des Urobilins zu Urobilinogen beginnen; hierzu ist 
die von Terwen angegebene Methode mit Ferrohydroxyd gut 
geeignet. Danach wird das Urobilinogen aus dem angesiuerten 
Harn mit Ather oder Benzin extrahiert. Da Urobilinogen sehr 
leicht oxydabel ist, muB man peroxydfreien Ather verwenden; 
am besten wire es — nach Watson — Benzin zu benutzen, 
aber dies ist z.Z. wegen des Krieges in gréBeren Mengen nicht 
leicht zu bekommen. Aus den vereinigten Atherextrakten wird 
das Urobilinogen mittels Benzaldehydreagens und gesittigtem Na- 





*) Die Untersuchungen sind mit Unterstiitzung von P. Carl Petersens 
Fond durchgefibrt. 
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Acetat als Aldehydfarbstoff in waBrige Lisung gebracht; diese 
Lésung wird colorimetriert. 


Quantitative Methoden dieser Art sind von Heilmeyer und 
Krebs (1931) und von Watson (1936) angegeben. Wir haben 
diese Methoden durchgepriift und modifiziert, und wir sind zu 
dem unten wiedergegebenen Verfahren gekommen: 


Zu 1 Volumen Harn wird erst 1/, Volumen frisch zubereiteter 16°/, iger 
Lésung von Ferroammoniumsulfat (,,Mohrs Salz‘‘) und dann */, Volumen 
12°/,ige NaOH zugesetzt und gut gemischt. Die Mischung findet am besten in 
einem Mefzylinder mit Glasstépsel statt, indem man das Volumen so wahlt, 
daB man mit der gesamten Fliissigkeitsmenge den Zylinder beinahe und den 
iibrigbleibenden Teil des Zylinders bis zum Stépsel mit einer kleinen Menge 
Paraffiné] fillt, wodurch Luft ganz ausgeschlossen wird. Im allgemeinen 
sind ein MeBzylinder von etwa 120 ml und etwa 80 ml Harn praktisch. Der 
Zylinder soll dann 1 Stunde im Dunkeln bei Zimmertemperatur stehen; er 
kann aber auch bis 24 Stunden stehen ohne bedeutende Verluste. Dann 
folgt die Extraktion, wozu 1—50 ml der Harnverdiinnung benutzt werden. 
Wieviel man benutzen soll, wird durch eine vorliufige qualitative Reaktion 
mit dem Aldehydreagens (0,7 g p-Dimethylaminobenzaldehyd, 150 ml 
konzentrierter HCl und 100ml H,O) untersucht, indem man in einem 
Reagenzrohr 2 ml Harnverdiinnung mit 2 ml Reagens und 5 ml gesattigtem 
Na-Acetat versetzt; gibt diese Reaktion keine Farbe, nimmt man 50 ml; 
gibt sie Spuren von roter Farbe 20 ml usw., indem man bei sehr starker 
Farbe nur 1 ml in Arbeit nimmt. Ehe man die Harnverdiinnung abpipet- 
tiert, mu8 man den griinen Niederschlag von Ferrohydroxyd durch Filtrieren 
oder Zentrifugieren entfernen; hat der Zylinder 24 Stunden gestanden, so 
hat sich der Niederschlag so gut abgesetzt, daB man ohne weiteres das 
notwendige Volumen abpipettieren kann. 


Die zur Extraktion abpipettierte Menge der Harnverdiinnung (1: 1,5 


-verdiinnt) wird in einen 250 ml-Scheidetrichter iiberfiihrt und mit Wasser 


bis etwa 50 ml verdiinnt, wonach 1—2 ml Eisessig zugesetzt werden. Danach 
wird die Extraktion mit 20 ml peroxydfreiem Ather 2—3 mal durchgefiihrt; 
im allgemeinen sind 2 Extraktionen hinreichend, nur bei sehr urobilinogen- 
reichen Harnen sind 3 notwendig; iibrigens kann man sehr leicht kontrol- 
lieren, ob die Extraktion quantitativ ist, durch Ausfiihrung der quantita- 
tiven Reaktion mit der extrahierten Harnverdiinnung. Die Atherextrakte 
werden nun vereinigt und 2—3 mal mit reichlich destilliertem Wasser ge- 
waschen (eventuelle Emulsionsbildungen lassen sich leicht durch Zufiigung 
von 1—2 ml Alkohol beseitigen). 

Zu den vereinigten Atherextrakten werden jetzt 1—2ml des ge- 
nannten Benzaldehydreagens zugesetzt und mehrere Sekunden kriftig ge- 
schiittelt, wonach 5—10 ml des gesittigten Na-Acetats zugesetzt werden 
und noch einmal kriftig geschiittelt wird. Die rote wiBrige Schicht wird 
abgeschieden, und die Atherschicht wieder mit Benzaldehydreagens usw. 
behandelt; man fihrt mit diesem fort, bis keine rote Farbe sich aus 
der Atherschicht extrahieren 148t. In der Regel sind 3 Extraktionen 


genug, aber bei urobilinreichen Harnen sind doch 5 Extraktionen not- 
wendig. 
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Die gefirbten wiBrigen Lésungen werden mit gesiittigtem Na-Acetat 
auf ein geeignetes Volumen in einem MeBkolben verdiinnt, wonach die 
rote Farbe in dem Pulfrichphotometer beim Filter 853 gemessen wird. 
Man muB die Messung schnell nach der Extraktion durchfiihren, da die 
Farbe nicht haltbar ist. Je nach der Stirke der Farbe wird eine Schicht- 
dicke von '/,, 1, 2 oder 5em benutzt. Nach den Untersuchungen von Heil- 
meyer und Krebs an reinen Urobilinogenpriparaten ist die Konzentration 
der gemessenen Lésung jetzt mit 1,36 x E1icm in mg pro 100 ml zu be- 
rechnen. Benutzte Volumina und Verdiinnungen sind zu beriicksichtigen; 
wurden z. B. 20 ml Harnverdiinnung (1 : 1,5) benutzt, dessen Aldehydfarbstoff 
in 25 ml aufgenommen wurde und bei 5 em Schichtdicke die Extinktion 0,354 


ergab, so ist die Harnkonzentration 0,354 x 1/5 x 1,36 x 2 Pn 
100 * 20 
pro 100 ml. 


Der peroxydfreie Ather wird durch griindliches Schiitteln von 
1 Liter Ather mit einer Mischung von etwa 50 ml gesiittigter Ferroam- 
moniumsulfatlésung, 5 g Ca(OH), und 10g reduziertem Eisen hergestellt. 
Er wird in braunen Flaschen iiber der genannten Mischung aufbewahrt und 
tiiglich gut durchgeschiittelt. Die Mischung wird alle 14 Tage frisch zu- 


bereitet. : 

Wie oben erwahnt, haben wir bei der Ausarbeitung dieser 
Methode die bereits vorliegenden Methoden von Heilmeyer und 
Krebs und Watson benutzt. Diese beiden Methoden sind im 
Prinzip gleichartig, aber unterscheiden sich voneinander in mehreren 
praktisch wichtigen Einzelheiten. 

Bei der Reduktion des Urobilins benutzen die beiden Me- 
thoden das Terwensche Verfahren mit Ferrohydroxyd; wir 
haben die Methode von Heilmeyer und Krebs hier benutzt; 
die Methode Watsons unterscheidet sich von dieser nur dadurch, 
daB Ferrosuifat statt Ferroammoniumsulfat benutzt wird, was 
ganz ohne Bedeutung sein diirfte. 


Bei der Extraktion haben wir die Methode Watsons be- 
nutzt, da die von Heilmeyer und Krebs hier unnétig ungenau 
und durchaus nicht quantitativ ist und auBerdem nicht mit den 
Prinzipien des korrekten Extraktionsverfahrens mittels Scheide- 
trichters ganz itibereinstimmt. 





x 1,5 mg 


Heilmeyer und Krebs extrahieren nur einmal mit 40 ml Ather und 
nehmen 20 ml hiervon in Arbeit; dieses ist aber nicht genau, da man damit 
rechnen mu, daB etwas von dem Ather in der wiBrigen Phase gelést wird, 
und die 20 ml miissen also etwas mebr als der Hilfte der Atherphase entsprechen. 
Weiter verwenden sie bei der Aldehydreaktion p-Dimethylaminobenz- 
aldehyd in Substanz und konzentrierte HCl, die separat zugesetzt werden. Dies 
bedingt eine bedeutend schwierigere Extraktion und weniger konstante Er- 
gebnisse als der Gebrauch des obengenannten Aldehydreagens. So muften 
wir regelmiBig 10—20 und nicht selten bis 30 mal mit Aldehydreagens 
nach dem Heilmeyer und Krebsschen Verfahren extrahieren, um alle 
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Farbe aus dem Ather zu entfernen, wihrend 3—5 Extraktionen mit Watsons 
Verfahren immer geniigten. Weiter beobachteten wir mehrmals bei dem 
Gebrauch von p-Dimethylaminobenzaldehyd in Substanz, daB nach einigen 
Extraktionen die rote Farbe sich erst nach mehreren Minuten entwickelte, 
so daB man erst glaubte, daB die Extraktion der roten Farbe beendet war, 
und nur weil man zufilligerweise einige Minuten wartete, wurde entdeckt, 
daB die erst farblose wiBrige Schicht der letzten Extraktion kriftig rot ge- 
worden war — und man muB8te dann wieder mehrmals extrahieren, um 
alle rote Farbe zu entfernen. Solche Beobachtungen haben wir niemals 
mit der Watsonschen Methode gemacht, weshalb wir diese vorziehen. 


Wie oben erwahnt, hatten wir die Atherextraktion nach Heil- 
meyer und Krebs der Benzinextraktion nach Watson vor- 
gezogen, da es uns bekannt war, daB man ohne bedeutende Ver- 
luste den peroxydfreien Ather zu quantitativen Extraktionen 
auch so leicht oxydierbarer Verbindungen, wie Carotinoiden und 
Vitamin A brauchen kann. Um die Unterschiede zwischen dem 
Gebrauch von Ather und Benzin zu untersuchen, unternahmen 
wir weiter Doppelanalysen, die eine mit Ather, die andere mit 
Benzin. Diese ergaben folgende Ergebnisse (die Atheranalysen 
zuerst, die Benzinanalysen hinterher angefihrt): 0,602 und 0,365; 
0,553 und 0,362; 0,562 und 0,428; 0,927 und 0,659; 0,172 und 
0,110. Die gegebenen Werte sind Extinktionen (5 cm Schicht) 
von gleichen Volumina reduzierten Harns, deren Aldehydfarbstoff 
in die gleichen Volumina aufgenommen gemessen wurde. Es geht 
deutlich hervor, daB Ather eine bedeutend bessere Ex- 
traktion als Benzin gibt. 


_ Andererseits war es uns ganz klar, daB die spektrophoto- 
metrische Messung von Heilmeyer und Krebs der Watson- 
schen Colorimetrie vorzuziehen war. Die von H. und K. an- 
gegebenen Konstanten sind wir leider nicht selber nachzupriifen 


imstande gewesen, da uns keine reine Urobilinogenpraparate zur 
Verfiigung standen. 


Die Genauigkeit unseres Verfahrens haben wir mittels Doppel- 
analysen untersucht, die an 10 Harnen durchgefiihrt wurden. Es wurden 
die folgenden Extinktionswerte gefunden: 0,665 und 0,658; 0,237 und 0,229; 
0,129 und 0,123; 0,248 und 0,230; 0,385 und 0,368; 0,790 und 0,769; 0,553 
und 0,536; 0,109 und 0,098; 0,437 und 0,422; 0,622 und 0,601. 

Man bemerkt, da8 die Doppelanalysen stets nur mit Werten unter 
10°/, des Mittelwerts voneinander abweichen, d.h. ihre Abweichung yon 
dem gemessenen Mittelwert ist héchstens + 5°). 

Weiter wurde der Einflu8 der Reduktionszeit untersucht. Watson 
benutzt hier 1 Stunde, wihrend Heilmeyer und Krebs mindestens 
6 Stunden verlangen. Wir untersuchten teils Proben, die 1 Stunde mit 
Ferrohydroxyd gestanden hatten, teils Proben, die 24 Stunden gestanden 
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hatten, beide bei Zimmertemperatur im Dunkeln. Es wurden die folgenden 
Extinktionswerte (erst 1-, danach 24-Stunden-Werte) gefunden: 0,329 und 
0,337; 0,142 und 0,129; 0,446 und 0,421; 0,675 und 0,632; 0,225 und 0,238. 
Da diese Werte unter 10°/, des Mittelwerts voneinander abweichen, und 
die Abweichungen bald in der einen, bald in der anderen Richtung gehen, 
scheint es berechtigt anzunehmen, daB Reduktionszeiten zwischen 
1 und 24 Stunden innerhalb der Fehlergrenzen der memes die- 
selben Werte geben. 


Bestimmung von Urobilin im Harn 


Die Bestimmung der Urobilinverbindungen im Harn als Uro- 
bilin kann entweder mittels Fluorescenzmethoden (mit Zinkacetat) 
oder mittels Colorimetrie des extrahierten und gereinigten Uro- 
bilins erfolgen. Fluorescenzmethoden sind in der praktischen 
Klinik sehr verbreitet; fiir gewéhnliche klinische Zwecke sind sie 
auch gut verwendbar, aber fiir genauere Messungen aus mehreren 
Griinden unbrauchbar. LEinesteils weil Fluorescenzmessungen be- 
deutend weniger genau sind als colorimetrische oder spektrophoto- 
metrische Messungen, und ferner weil nach Watson die Be- 
urteilung der Fluorescenz durch eine Substanz, Kopromesobili- 
violin, die mit Zinkacetat rot fluoresziert und haufig in gréBeren 
Mengen sowohl im Harn wie im Stuhl vorkommt, ernstlich ge- 
stért wird. 

Die direkte Bestimmung yon Urobilin mittels Colorimetrie, 
ohne Urobilinogen als Zwischenglied, hat keine Vorteile und ist 
dazu ziemlich zeitraubend, da man das Urobilin vor der Ex- 
traktion fallen muB, um es von stérenden Farbstoffen zu be- 
freien (vgl. Ladage). Dies ist bei der Urobilinogenbestimmung 
ganz iiberfliissig, da hier keine anderen Chromogene, die mit 
Benzaldehydreagens rotviolette Farbe geben, als das des Uro- 
bilins bei der Extraktion in die fast farbiose Atherphase tber- 
gehen. Es ist deshalb selbstverstindlich, daB die Urobilinogen- 
bestimmung fir quantitative Arbeit besser als die direkte Uro- 
bilinbestimmung geeignet ist. 


Bestimmung von Urobilinogen im Stuhl 


Bei der Bestimmung des Urobilinogens oder Urobilins im 
Stuhl wird im wesentlichen dieselbe Methode wie fiir Harn ver- 
wendet. So gilt auch hier, daB man in genauer quantitativer 
Arbeit die Bestimmung iiber Urobilinogen durchfihren mu8 und 
zwar aus denselben Griinden. Die wichtigste Frage fiir die 
Faecesanalyse bleibt also, wie man die Urobilinstoffe quantitativ 
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in Lésung bringen kann, so daB sie nach denselben Prinzipien 
wie oben fir Harn bestimmt werden kénnen. Eine solche Ex- 
traktion der Urobilinstoffe aus dem Stuhl 14Bt sich aber sehr 
einfach durchfiihren und ist mit kleinen Modifikationen z. B. von 
Heilmeyer und Krebs und Watson benutzt. Wir haben die 


folgende Abdnderung bei der Bestimmung der Tagesausscheidung 
des Urobilins benutzt: 


Die Stuhlmasse von 4 Tagen wird gesammelt und in geschlossenen 
Behaltern im Eisschrank aufbewahrt; da die Ausscheidung von einem Tag 
zu dem anderen betrichtlich variieren kann, ist es am besten mit 4tigigen 
Perioden zu arbeiten (Watson). Die Stuhlmasse wird gewogen und so 
gut wie mdglich homogenisiert durch Umriihren im groBen Porzellan- 
moérser (innerer Durchmesser etwa 20cm). Falls die Stuhimasse teils fest, 
teils fliissig ist, ist es am besten den fliissigen Teil fiir sich ganz wie Harn, 
und den festen Teil fiir sich wie unten besprochen zu behandeln. 


Man nimmt nun von verschiedenen Stellen der so weit wie mdglich 
homogenisierten Faecesmasse mehrere kleine Proben, die zusammen eine 
Probe von etwa 2 g ausmachen; diese Probe wird genau gewogen. Danach 
wird sie in Wasser aufgeschlimmt, welches z. B. in folgender Weise vor 
sich gehen kann: In einem kleinen Mérser werden etwa 5 ml Wasser 
zu der Probe gesetzt und gut angerieben; danach werden noch 10—15 ml 
zugetzt und gut umgeriihrt; wenn sich der grobe Niederschlag abgesetzt 
hat, wird das Wasser in ein Kélbchen iibergegossen. Danach wird noch 
einmal dasselbe wiederholt, und man fiéhrt hiermit fort, bis die ganze Faeces- 
probe aufgeschlimmt ist, was nach etwa vier solechen Behandlungen der Fall 
ist. Die Faecesaufschlimmung wird danach mit Wasser zu einem runden 
Volumen verdiinnt (z. B. 80 ml) und ganz wie Harn behandelt (d. h. Zusatz 
von */, Vol. FeSO,-Lésung und danach '/, Vol. NaOQH-Lésung usw.). 


‘Die Berechnung wird natiirlich etwas anders als fiir Harn,- was an 
einem Beispiel dargetan werden soll. Wir denken uns, daB die abgewogene 
Probe 2,13 g war, und das sie in 80 ml Wasser aufgeschlimmt wurde, 
wozu 20 ml FeSO,-Lésung und 20 ml NaOH-Lésung gesetzt wurden, d. h. 
die 2,13 g wurden in einem Gesamtvolumen von 120 ml aufgenommen. 
Hiervon wurden 10 ml zur Extraktion genommen, und die Farbstoffe hieryon 
in 20 ml gemessen, wobei die Extinktion 0,541 in 5 em Schichtdicke ge- 
funden wurde. Die Berechnung wird dann die folgende: Konzentration 
der gemessenen Lésung = 0,541 x 1/5 x 136mg pro 100ml; in 20 ml 
hiervon wurden also 20/100 gefunden, und in 10 ml der Aufschlimmung 
also dasselbe, weil die gesamte Aufschlimmung 12 mal soviel enthielt, 
welches 2,13 g Stuhl entspricht. Pro Gramm Stuhl werden also 0,541 x 
1/5 x 1,36 x 20/100 x 12 x 1/2,13 mg gefunden. 


Um zu untersuchen, wieweit alle die Urobilinstoffe bei dieser 
Methode aus dem Stuhl extrahiert wurden, versuchten wir die 
Faecesreste, die nach der Extraktion zuriickblieben, mit Chloro- 
form oder Alkohol zu extrahieren. Da wir in diesen Extrakten 
keine Urobilinstoffe nachweisen konnten, mu8 man annehmen, 
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daB die Extraktion quantitativ ist. Die Genauigkeit der Methode 
wurde mittels Doppelanalysen (verschiedene abgewogenen Proben 
aus derselben Faecesmasse) untersucht; fiir 10 Proben wurden 
folgende Werte gefunden (Milligramm pro Gramm): 0,652 und 
0,630; 2,405 und 2,360; 0,452 und 0,470; 1,931 und 1,845; 2,011 
und 2,030; 0,609 und 0,621; 0,312 und 0,320; 3,523 und 3,379; 
0,220 und 0,231; 0,518 und 0,496. Man kann also wie fiir Harn 
mit einem Fehler innerhalb + 5°/, rechnen. 


Zusammenfassung 


Es werden quantitative Methoden fiir Bestimmung von Uro- 
bilinogen im Harn und Stuhl beschrieben, die mit einer Genauig- 
keit von + 5°/, arbeiten und verhiltnismafig einfach sind, so 
daB sie fiir klinische Forschung brauchbar sein diirften. Die 
Urobilinstoffe miissen als Urobilinogen bestimmt werden, was 
einfacher und genauer als die Bestimmung des Urobilins selber 
ist. Die Reduktion des Urobilins zu Urobilinogen erfolgt mit 
Ferrohydroxyd. Das Urobilinogen wird mit Ather extrahiert, und 
das Urobilinogen wieder mit Benzaldehydreagens und Natrium- 
acetat in Wasser iiberfiihrt, wonach Messung des Aldehydfarb- 
stoffes im Stufenphotometer erfolgt. 
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Untersuchungen iiber die Digitonin-Hamolyse 


Von 
Josef Schmidt-Thomé 
Mit 4 Figuren auf Tafel IT 


(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1942) 


Kine der bekanntesten physiologischen Wirkungen der Sa- 
ponine ist die Hamolyse der Blutkérperchen (im folgenden als 
Blk bezeichnet) [Kobert 1887')]. Sie zeigt sich darin, daB eine 
zunichst triibe (deckfarbene) Blk-Aufschwemmung nach Saponin- 
zusatz durchsichtig (lackfarben) wird, wobei das Himoglobin aus 
den Erythrocyten austritt. Zur Gehaltsbestimmung von Saponin- 
lésungen kann man sich des Himolysevorgangs bedienen [K obert 
1912%%)], Hierzu stellt man Verdiinnungsreihen des zu unter- 
suchenden Saponins in physiologischer Kochsalzlésung her, gibt — 
von jeder Lésung die gleiche Menge in ein Reagenzréhrchen und 
setzt zu jedem Réhrchen eine bestimmte Menge einer Blk-Auf- 
schwemmung hinzu. Bei einer bestimmten Verdiinnung tritt keine 
Hamolyse mehr ein, wihrend alle stairker konzentrierten Lésungen 
nach einiger Zeit lackfarben geworden sind. Man erhalt so den 
hamolytischen Index eines Saponins, d. h. die Verdiinnung, in der 
die gepriifte Substanz gerade noch totale Himolyse hervor- 
zubringen vermag,. Er ist fiir jedes Saponin eine charakteristische 
GréBe. 

Setzt man zur Saponinlésung Cholesterin (im folgenden als 
Chol bezeichnet) hinzu, so beobachtet man eine Hemmung der 
Hamolyse [Ransom 1901%)]. Diese beruht darauf, daB das Chol 
mit Saponinen Molekiilverbindungen eingehen kann [Windaus)), 
Kofler und Raum‘)|. Besonders genau charakterisiert ist die 
Additionsverbindung zwischen Chol und Digitonin (im folgenden 
als Dig bezeichnet), die sehr gut krystallisiert und zur quanti- 
tativen Bestimmung des Chol benutzt wird. Das Cholesterin— 


Digitonid ist eine Molekiilverbindung von 1 Mol Chol und 
1 Mol Dig. 
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Seit dem Befund Ransoms sieht man den Hamolysevorgang 
im wesentlichen als Einwirkung der Saponine auf die Lipoide der 
Blk an, doch sind die Erklarungen hierfiir recht verschieden. 
Der Angriffspunkt soll nach den einen Autoren das Chol der 
Blk-Membranen, nach anderen das Lecithin sein. Wieder andere 
Autoren sind der Ansicht, daB es sich lediglich um eine Ent- 
mischung der Blk-Bestandteile unter dem Saponin-EinfluB oder 
um Anderungen der Permeabilitatseigenschaften der Blk-Membran 
handeln soll, die zum Austritt des Hamoglobins fihren. 

In unmittelbarem Zusammenhang mit diesen verschiedenen 
Erklarungsversuchen fiir den Mechanismus der Saponin-Himolyse 
stehen die unterschiedlichen Ansichten itiber den Bau der Ery- 


throcyten. Hier herrschten bisher im wesentlichen zwei Meinungen 


vor. Nach der einen sollten die Blk ballonartige Gebilde sein 
mit einer nach aufSen abschlieBenden Membran, die im Innern 
mit Hamoglobin gefillt sind; nach der anderen sollte es sich um 
schwammartige Gebilde handeln, die mit Himoglobin durchtrankt 
sind. Dazwischen stand die Anschauung, daB ein netzférmiges - 
Stroma die Erythrocyten umschlieBe, das sich auch im Inneren 
fortsetzen sollte [Literatur vgl.”§)]. Die Entscheidung hieriiber 
war erst mdglich durch Anwendung des Elektronenmikroskops 
[Ruska’), Wolpers®’)|. Wolpers zeigte, daB die Erythrocyten- 
membran sich nach osmotischer Himolyse und Auswaschen des 
Hamoglobins eindeutig darstellen l4Bt. Nach Behandeln mit 
Lipoidlésungsmitteln zeigten die Membranen eine Mosaikstruktur, 
und nach Ziehen so behandelter Blk-Hiillen waren EiweiBfaden 
erkennbar. Ob im Inneren der Erythrocyten eine Struktur vor- 
handen ist, konnte nicht entschieden werden. Durch diese elek- 
tronenoptischen Untersuchungen ist endgiiltig bewiesen, daB die 
Blk von einer Membran umschlossen sind, und daB diese aus 
einem Geriistwerk langfidizer KiweiBteile besteht, in das Lipoide, 
im wesentlichen Cholesterin und Lecithin, eingelagert sind. 

Bei Untersuchungen iiber die Hemmung der Dig-Himolyse 
durch Chol mit Hilfe der Methode der Verdiinnungsreihen fiel 
mir bald auf, daB auch die Blk Saponin verbrauchen und binden. 
Schon Ransom beschrieb diese Tatsache, die spiter auch von 
anderen Autoren bestitigt wurde. Um diesen Verbrauch fest- 
zustellen, lieB ich eine 1:10 verdiinnte Blk-Aufschwemmung aus 
einer Mikrobiirette zu einer 0,01°/,igen isotonischen Dig-Lésung 
bei 40° zuflieBen. Es trat zunichst nach Zugabe eines jeden 


Tropfens sofort Hamolyse ein. Diese ging mit zunehmender Menge 
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zugesetzter Blk immer langsamer vor sich, bis schlieBlich blei- 
bende Triibung auftrat. Der Vorgang wurde so gedeutet, daB 
das in den Blk vorhandene Chol, das ausschlieBlich in unver- 
esterter Form vorliegt [Sperry?), Brun})] mit Dig reagiert und 
Cholesterin—Digitonid bildet. Aus dem bekannten Gehalt der vor- 
gelegten Dig-Liésung und dem Verhiltnis von Chol zu Dig in 
der Molekiilverbindung 14B8t sich dann der Chol-Gehalt der Blk 
berechnen. Der Vergleich solcher ,,titrimetrisch“ ermittelter Werte 
mit gravimetrisch durch Extraktion von Blk mit Lésungsmitteln 
und Fallung und Wagung als Cholesterin—Digitonid erhaltenen 
ergab vollige Ubereinstimmung [vgl. Tabelle*)]. Unter den an- 
gewandten Versuchsbedingungen der Titration wird das Blk-Chol 
quantitativ erfaBt (hiertiber und iiber die Ausfihrung der Titra- 
tion vgl. die nachstehende Arbeit). 

















Cholesteringehalt der Blk in mg-°/, 
Blutspender 
titriert gravimetrisch 
ST 60 59 
ST 57 58 
Fr 60 56 
Zi 44 44 
Hammelblut 61 58 
‘a 54 61 
8 56 55 
Be 54 59 








Hieraus ergibt sich: 1. der Vorgang der Dig-Hamolyse ist 
durch eine Reaktion des Dig mit dem Chol der Blk gekenn- 
zeichnet. 

2. Das Blk-Lecithin reagiert nicht mit Dig. 


3. Mit Hilfe der ,,Blutkérperchen-Titration“ einer Dig-Lésung 
laBt sich der Chol-Gehalt der Blk quantitativ bestimmen. 


Um in den Mechanismus des Himolysevorganges einzudringen, 
wurde die elektronenoptische Untersuchung herangezogen**): 


1. Kine Aufschwemmung menschlicher Blk wurde durch Zu- 
gabe von isotonischer Dig-Liésung hamolysiert. Die Stromareste 





*) Die Werte fiir das Chol sind bezogen auf das urspriingliche Volumen 
des Vollbluts, da nach dem Waschen die Blk mit Kochsalzlésung bis zu 
diesem Volumen aufgefillt wurden. 


**) Die Aufnahmen wurden im Laboratorium M. von Ardenne, Berlin- 
Lichterfelde, gemacht. 
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wurden durch Zentrifugieren abgetrennt und mehrmals mit phy- 
siologischer Kochsalzlésung gewaschen. Es hinterblieb ein Tein 
weiBer, voluminéser Riickstand, der auf den elektronenmikro- 
skopischen Objekttriger gebracht und mit Osmiumsiure fixiert 
wurde. 

9. Kin Teil der gleichen Aufschwemmung wurde durch Kin- 
bringen in destilliertes Wasser osmotisch himolysiert und zur 
Abtrennung def Stromariickstinde zentrifugiert. Trotz hiufigen 
Auswaschens mit Kochsalzlésung sind die Reste des Himoglobins 
sehr schwer zu entfernen. Hinzu kommt, daB hierbei allmahlich 
immer mehr von dem Stroma-EiweiB in Lésung geht. Zur Autf- 
nahme wurden die Blk-Riickstande auf dem Objekttrager wiederum 
mit Osmiumsaure fixiert. 

8. Mit Wasser nach 2. haimolysierte Blk-Hiillen, die mehr- 
fach gewaschen, aber noch nicht himoglobinfrei waren, wurden 
mit isotonischer Dig-Lésung behandelt. Hierbei tritt sofort vollige 
Loslésung der letzten Hamoglobinreste ein, und nach mehr- 
maligem Waschen erhalt man einen rein weiBen, flockigen Riick- 
stand vom gleichen voluminésen Aussehen wie bei direkter Himo- 
lyse mit Dig. Er ist wie dieser nicht so leicht léslich wie die 
durch osmotische Hamolyse erhaltenen Stromareste. Die Aufnahme 
erfolgte ebenfalls nach Fixation mit Osmiumsiure. 

Diese chemischen Befunde deuten schon darauf hin, daB der 
Vorgang der osmotischen Haimolyse véllig anders verlauft als die 
Dig-Haimolyse. Offenbar wird das Hamoglobin, das ziemlich fest 
mit den Blk-Hiillen verbunden ist, durch die Dig-Einwirkung ab- 
gelést, wobei die Hiillen in ihrer Struktur sich véllig verandern. 

Die bisher durchgefiihrten elektronenoptischen Aufnahmen 
bestaitigen dies und zeigen folgendes: 

1. Bei der Einwirkung von Dig auf Blk findet eine véllige 
Auflésung der Erythrocytenstruktur statt. Die Stromareste bieten 
das Bild einer Membran, die in kleine Bruchstiicke und Schollen 
zerfallen ist (Fig. 1 und 2). 

2. Nach osmotischer Hamolyse lassen sich die Blk-Hillen 
noch zusammenhangend abbilden, wie es Ruska und Wolpers 
beschreiben. : | 

3. Wasserhamolysierte Blk-Hiillen (Fig. 3), die anschlieBend 
mit Dig behandelt wurden, zeigen ein uhnliches Bild wie Dig- 
himolysierte Blk-Reste: Auch hier véllige Auflésung und Zerfall, 
wobei aber der Zusammenhalt noch etwas fester ist als bei 
direkter Dig-Kinwirkung auf die unverinderten Blk (Fig. 4). 
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- Untersuchungen tiber die Haimolyse durch andere Saponine 
als Dig sind im Gange. Die hieriiber bisher erhaltenen Ergeb- 
nisse zeigen, daB im Prinzip die gleichen Verhaltnisse vorliegen. 


Besprechung der Ergebnisse 


_ Die beschriebenen Befunde zeigen, daB es sich bei der Dig- 
Hamolyse um eine wohldefinierte Reaktion zwischen Dig und dem 
Blk-Chol handelt. Wieweit physikalische Einfliisse eine zusitz- 
liche Rolle spielen, kann nicht gesagt werden. Das Stroma- 
EiweiB scheint bei der Himolyse Verinderungen zu erleiden, wie 
sich an der verschiedenen Lislichkeit von mit Wasser oder Dig 
himolysierten Blk-Resten zeigt. Es 148t sich vorlaufig noch nicht 
entscheiden, ob das Chol bei der Reaktion mit Dig aus der Blk- 
Membran herausgerissen wird, oder ob es nach Bildung des 
Cholesterin—Digitonids als Komplex darin verbleibt. Die elek- 
tronenoptischen Aufnahmen kénnten fiir das erstere sprechen, da 
sie eine véllige Zerstérung der Membran zeigen. Weitere elek- 
tronenoptische Untersuchungen iiber die Himolyse durch Saponine, 
Fettsiuren, Gallensiuren, Hamolysine, Antikérper u. a. sind ge- 
plant. 

Die Geschwindigkeit der Hamolyse-Reaktion ist bei den 
einzelnen Saponinen sehr verschieden. Wahrend Agrostemma- 
Saponin fast ebenso schnell reagierte wie Dig, wirkten Guajak- 
Saponin und RoBkastanien-Saponin wesentlich langsamer. AuBer 
menschlichen Blk habe ich auch solche von Kaninchen, Rind, 
Hammel und .Hunden untersucht. Sie unterschieden sich von 
menschlichen durch ihren Chol-Gehalt. Auf Grund titrimetrischer 
Bestimmungen enthalten die Blk beim Menschen 60—80 mg-°/, 
Chol, bei Kaninchen 30—50 mg-°/,, beim Hammel um 60 mg-°/,, 
bei Hunden um 80 mg-°/,; diese Werte sind bezogen auf das 
urspriingliche Volumen des Vollblutes. Vergleiche zwischen gravi- 
metrischen und titrierten Werten wurden nur mit menschlichen 
und Hammel-Blk durchgefiihrt, doch ist anzunehmen, da8 auch 
fiir die anderen Blutsorten gleiche Verhiltnisse vorliegen. 

Die in der Literatur angegebenen Unterschiede in der Re- 
sistenz der Blk von Menschen und Tieren gegen Dig [Lit. vgl.*)] 
sind hiernach auf ihren verschiedenen Gehalt an Chol zuriick- 
zuftihren. Dies gilt wahrscheinlich auch fiir die anderen Saponine. 
Die Verwendung von Vollblut fiir solche Versuche ist unzweck- 
miBig, da das in ihm enthaltene Serum ebenfalls mit Saponin 
reagiert und die Himolyse-Geschwindigkeit beeinfluBt. 

13* 
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Der Grund fiir die verschiedenen Werte fiir den hamo- 
lytischen Index eines Saponins je nach Herkunft der verwendeten 
Blk liegt in dem verschiedenen Chol-Gehalt der letzteren be- 
griindet. Letzten Endes gibt der himolytische Index beim Dig 
und wohl auch bei den anderen Saponinen nichts anderes an 
als das Verhiltnis, in dem das Saponin mit Chol reagiert. Man 
kénnte hieraus Schliisse ziehen auf die MolekulargréSe von 
chemisch noch nicht genau untersuchten Saponinen, soweit sie 
als einheitliche Praparate vorliegen. Bei der Feststellung des 
himolytischen Index ist es nicht allein notwendig und zweck- 
m4Big, sich auf eine Standard-Saponinlésung zu beziehen [Fuchs’”)], 
sondern es muS auch der verschiedene Chol-Gehalt der jeweils 
benutzten Blk-Aufschwemmung, der auch bei Verwendung des 
gleichen Tierblutes schwanken kann, beriicksichtigt werden. Beides 
ist durch Anwendung der Blk-Titration gegen eine eingestellte 
Dig-Lésung, wie sie in der nachstehenden Arbeit beschrieben 
wird, leicht méglich. 


Zusammenfassung 


Die Digitonin-Himolyse ist charakterisiert durch eine Re- 
aktion zwischen dem Blutkérperchen-Cholesterin und dem Saponin. 
Beim Zutropfenlassen einer Blutkérperchen-Aufschwemmung zu 


einer Digitoninlésung bekannten Gehaltes tritt infolge der . 


Bindung des Digitonins an die Blutkérperchen allmihlich Still- 
stand der Hamolyse und bleibende Triibung ein. Aus dem Blut- 
kérperchen-Verbrauch kann man ihren Cholesteringehalt be- 
rechnen. Solche ,,titrimetrisch“ erhaltene Werte stimmen genau 
iiberein mit gravimetrisch aus Blutkérperchen-Extrakten durch 
Fallung und Wagung als Cholesterin—Digitonid gewonnenen. 


Elektronenoptische Untersuchungen an Digitonin-himoly- 
sierten Blutkérperchen-Stromata geben einen Einblick in den 
Mechanismus dieses Vorganges. Sie zeigen, daB die Blutkérperchen- 
Membran hierbei in kleine Bruchstiicke zerfallt, waihrend das 
Hamoglobin véllig abgelést wird. 


Vorliufige Untersuchungen an anderen Saponinen zeigen 
deren gleichartiges Verhalten. Die Unterschiede verschiedener 
Blutkérperchen in ihrer Resistenz gegen Digitonin beruhen auf 
ihrem verschiedenen Gehalt an Cholesterin. Die Bedeutung dieser 
Befunde fiir die Bestimmung des himolytischen Index von 
Saponinen wird diskutiert. 
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Herrn Professor Butenandt danke ich fiir die Férderung der Arbeit. 
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Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fir die Unterstiitzung 
der Arbeit. 
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Uber eine titrimetrische Mikrobestimmung des Cholesterins 
mit Hilfe der Blutkérperchenhimolyse 
und ihre Anwendung auf Serum 


Von 


Josef Schmidt-Thomé und Hilke Augustin 





(Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1942) 


I. ; 

Die Zahl der Methoden zur Bestimmung des Cholesterins 
(= Chol) ist auBerordentlich groB. Fast alle beruhen auf seiner 
Fahigkeit, mit Digitonin (= Dig) eine schwer lésliche Additions- 
verbindung zu bilden. Im Serum liegt das Chol in freier und in 
mit Fettsiuren veresterter Form vor. Nur das freie Chol reagiert 
mit Dig, nicht aber die Chol-Ester, so daB hierdurch eine ge- 
trennte Untersuchung beider méglich ist. 

Als genaueste Bestimmungsmethode gilt die gravimetrische, 
bei der ein Serumextrakt mit Dig versetzt wird, worauf Chole- 
sterindigitonid ausfallt, das gewogen wird; das Filtrat wird ver- 
seift, und nach seiner Aufarbeitung wird durch erneute Fallung 
mit Dig auch das veresterte Chol bestimmt [vgl. Miihlbock und 
Kaufmann!) (dort Literatur) sowie Gardner und Gains- 
borough?)]. Ein Nachteil des gravimetrischen Verfahrens ist die 
groBe Menge Serum, die bendétigt wird (10—20 ccm), und die lange 
Zeit, die seine Ausfiihrung dauert (1—2 Tage). 

Diese Nachteile vermeiden die colorimetrischen Mikromethoden, 
die meist die Liebermann-Burchardsche Farbreaktion, die 
Chol mit eimem Gemisch von konzentrierter Schwefelsiure und 
Essigsiureanhydrid gibt, benutzen. Die zuverlissigste Modifikation 
dieser Methode ist wohl die von Schoenheimer und Sperry) 
entwickelte, die aber auch noch mancherlei Verbesserungen er- 
fahren hat [Lit. vgl. Ireland*‘)]. Zu ihrer Ausfihrung werden 
0,2—0,5 com Serum bendtigt. Auch andere Farbreaktionen des 
Chol sind zu seiner Bestimmung verwendet worden. Die colori- 
metrischen Methoden kénnen durch Verfalschung der Farbe, durch 
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Beimengungen oder durch ungenaues Arbeiten leicht unrichtige 
Chol-Werte liefern. 

Von weiteren Methoden seien genannt: die nephelometrische 
Mikromethode von Miihlbock, Kaufmann und Wolff5), bei der 
die Triibung des durch Zusatz von Wasser ausgefillten Chole- 
sterindigitonids gemessen wird; die Bichromatmethode, bei der 
das abfiltrierte Digitonid mit Bichromat oxydiert und der Uber- 
schu8 Chromsaure zuriicktitriert wird [Kayser und Mathieu)]; 
und eine weitere titrimetrische Methode, bei der aus dem aus- 
gefallten Digitonid der Zuckerrest des Digitonins abhydrolysiert 
und jodometrisch bestimmt wird [Noyons’)]. | 

Wir haben uns seit einiger Zeit mit der Durchfiihrung von 
Serienuntersuchungen zur Bestimmung des Chol im Serum und 
mit Versuchen iiber die Saponinhimolyse und ihre Hemmung 
durch Serum beschéftigt. Hierbei haben wir uns zuniachst der 
gravimetrischen Methode nach Mithlbock und Kaufmann und 
der colorimetrischen nach Schoenheimer und Sperry bedient. 
Die in der vorstehenden Arbeit beschriebenen Beobachtungen 
itiber den Verbrauch der Blutkérperchen (= Blk) an Dig wihrend 
der Himolyse brachten uns auf den Gedanken, hieraus eine 
Methode der Chol-Bestimmung durch Titration mit Blk zu ent- 
wickeln. Die neue Methode, die wir in dieser Arbeit beschreiben, 


erwies sich der gravimetrischen und colorimetrischen in mancherlei 
Hinsicht als iiberlegen. Sie erméglicht die Bestimmung des freien 
Chol im Serum in 15 Minuten und des Gesamt-Chol in 1 Stunde 
und ist daher besonders geeignet zur Durchfihrung von Serien- 
bestimmungen. Sie gab uns gleichzeitig die Méglichkeit, die 
Reaktion zwischen Dig und Serum genauer zu untersuchen (vgl. 
nachstehende Arbeit). 


II. 
Prinzip der Methode 


Unsere Methode beruht auf der Hamolyse von Blk durch 
eine Dig-Lisung und auf deren Hemmung durch Chol, die da- 
durch zustande kommt, daB Chol mit Dig eine Molekilverbindung 
im Verhialtnis 1:1 bildet, die keine himolytische Wirkung mehr 
besitzt. LaBt man zu einer isotonischen Dig-Lésung eine Blut- 
kérperchenaufschwemmung (= BlkA) aus einer Biirette zuflieBen, 
so tritt zunichst nach Zugabe eines jeden Tropfens sofort Himo- 
lyse ein: die durch die Blk getriibte Liésung wird durchsichtig; 
unter dem Einflu8 des Saponins tritt das Hamoglobin aus den 





eke ews: 


metgorcerd Daves te 





eee eee 
leery paver game ateemmcerere PRE NET Se 
senda sia Aggy pas DE fess Ee : 
ie Sins | oe 
pec saat, BRENT “Un pea eet Hee gen epee 





ta teites dead Saget dee Reaciot i em: 





cs porx ees | ef 





192 Josef Schmidt-Thomé und Hilke Augustin, 


Bik aus. Bei weiterem Zutropfen geht die Hamolyse immer 
langsamer vor sich, da fortlaufend Dig durch das Chol der Blk- 
Hillen gebunden wird. SchlieBlich erreicht man einen Punkt, 
bei dem Zugabe eines weiteren Tropfens der BIkA eine bleibende 
Tribung hervorruft. Dies ist der Endpunkt der Titration. Aus 
der fiir eine bestimmte Menge der Dig-Lésung verbrauchten An- 
zahl Kubikzentimeter BIkA ergibt sich ein Titer fiir die letztere. 
Setzt man zur Dig-Lésung eine Chol-Lésung, bzw. Serum hinzu, 
so wird ein Teil des Dig als Cholesterindigitonid gebunden und 
unwirksam gemacht. AnschlieBend wird der UberschuB Dig zuriick- 
titriert, wozu man jetzt weniger BIkA als fiir reine Dig-Lésung 
verbraucht. Aus der Differenz ergibt sich durch Multiplikation 
mit dem Titer die gesuchte Chol-Menge. Um die Chol-Ester zu 
bestimmen, wird eine kleine Menge Serum mit Alkohol/Aceton 
extrahiert, ein Teil des Extrakts mit Kalilauge verseift, neutrali- 
siert und nach Zugabe von Dig wie oben titriert. 


Apparate, Zubehér, Lésungen 


Biretten. Es werden Mikrobiiretten benutzt von 2 ccm Inhalt und 
einer Teilung in */,., oder '/,,cem. Um geniigend kleine Tropfen zu haben 
(0,02 cem), mu8 eventuell die Spitze des Auslaufhahnes etwas ausgezogen 
werden. Am oberen Ende der Biirette befestigt man einen Gummischlauch. 
Um die BIkA in die Biirette zu bringen, halt man die Spitze des gedffneten 
Hahnes in eine Schale mit der Aufschwemmung und saugt sie mit Hilfe 
des Schlauchs hinein. Vorher mischt man gut durch, indem man in den 


Schlauch hineinblist und den Luftstrom durch die BIikA  hindurch- 
perlen 1aBt. 


Titrierréhrchen. Anstatt Titrierkolben werden Reagenzglischen 
von 10 mm Durchmesser und 95 mm Linge verwendet. Zur besseren Durch- 
mischung beim Umschiitteln wihrend der Titration gibt man eine Glasperle 
in die Réhrehen hinein. | 

Temperaturbad. Alle Bestimmungen werden bei 40° durchgefihrt, 
da die Himolysegeschwindigkeit temperaturabhingig ist. Hierzu werden 
die Réhrchen wiahrend der Titration in eine Petrischale von 80mm Durch- 
messer und 40mm Hohe gelegt, die zur Hialfte mit Wasser gefiillt ist. 
Durch eine einmal eingestellte Mikroflamme wird die Badtemperatur auf 
40° gehalten. 

Lésungen. Alle Lésungen, mit denen die Blk zusammenkommen, 
miissen isotonisch sein, damit keine osmotische Himolyse eintritt. 

1, Zum Waschen und Verdiinnen der Blk dient eine physiologische 
NaCl-Lésung (9g NaCl in | Liter H,0). 

2. Zur Herstellung der Dig-Lésung und zur Verdiinnung des Serums 
wird eine Mischung von physiologischer Kochsalzlésung und m/15-Phosphat- 
pufferlésung py 7 im Verhiltnis 3:1 verwendet. Die Pufferlésung wird 
erhalten durch Auflésen yon 3,5g primirem Kaliumphosphat (KH,PO,) 
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und 7,25g sekundirem Natriumphosphat (Na,HPO,-2H,O) in zusammen 
1 Liter H,O. 


3. Zur Extraktion des Serums dient eine Mischung von Alkohol/Aceton 
im Verhiltnis 1:1. 


4. Kalilauge zur Verseifung des Extrakts: 5g KOH werden in 10 ccm 
H,O gelést. 

5. Verdiinnte Essigsiure zur Neutralisation nach der Verseifung: 
1 Teil Eisessig wird mit 2 Teilen der Mischung Kochsalz—Pufferlésung 
verdiinnt. 

6. Alkoholische Phenolphthaleinlésung: Sie soll so stark verdiinnt sein, 


daB bei der Neutralisation gerade noch der Umschlagspunkt zu sehen ist, 
da sonst Stérungen bei der Titration eintreten kénnen. 


Biutkérperchenaufschwemmung. Das Blut wird mit einer 
trockenen Spritze aus der Armvene entnommen; man bendétigt 3—5 ccm. 
Zur Verhiitung der Gerinnung wird es sofort in ein graduiertes Zentrifugen- 
réhrehen gebracht, in dem sich 30 mg festes Natriumcitrat befinden. Durch 
Umschiitteln wird das Citrat in Lésung gebracht. Die Bluthéhe wird ab- 
gelesen oder mit einem Fettstift angemerkt. AnschlieBend wird zentri- 
fugiert, das tiberstehende Plasma mit einer Saugpipette abgenommen und 
zur Chol-Bestimmung »denutzt. Zum Waschen gibt man zu den Blk einige 
Kubikzentimeter physiologischer Kochsalzlésung, schiittelt um und zentri- 
fugiert. Nach Abheben der Waschfliissigkeit wird dies noch einmal wieder- 
holt und zuletzt mit physiologischer Kochsalzlésung bis zu der. urspriing- 
lichen Meniskushéhe des Vollblutes aufgefillt. Nach Umschiitteln werden 


die so erhaltenen, gewaschenen Blk zum Titrieren im MeBkolben auf das 
10 fache verdiinnt. 


Digitoninlésung. Wir verwenden fiir unsere Lésungen Digitonin 
Merck eryst. Da es nicht ganz rein ist, kann der Gehalt der Lésung nicht 
aus der Einwage bestimmt werden. Es mu8 vielmehr der Titer nach der 
unten angegebenen Methode gestellt werden. Er gibt an, wieviel y Chol 
leem der Dig-Lésung binden kann. Zur Herstellung der Lésung wigt 
man 150mg Dig ab, lést es durch Erwirmen in 1 Liter Kochsalz—Puffer- 
gemisch und liBt die Lésung 1 Woche lang stehen. Dabei setzen sich 
meist Flocken unbekannter Natur ab, die abfiltriert werden. Die Lésung 
wird zur Sterilisierung kurz aufgekocht und im verschlossenen Kolben auf- 
bewahrt, da sich sonst Pilze ansiedeln kénnen. Von diesem Vorrat fillt 
man sich jeweils 100—200 cem ab zum Abpipettieren. Der Titer der Lésung 


bleibt langere Zeit konstant, er soll in Abstinden von etwa 8 Wochen nach- 
gepriift werden. 


Tribungspunkt. Auf eine physikalische Messung der Tribung 
wurde im Interesse der Einfachheit der Methode verzichtet. Die folgende 
Anordnung hat sich in der Praxis sehr gut bewihrt: Man legt auf das 
Asbest-Drahtnetz unter die als Temperaturbad dienende Petrischale eine 
bedruckte Porzellanplatte oder ein Stiick glattes bedrucktes Papier; es wird 
dureh die kleine Mikroheizflamme nicht verkohlt. Der Triibungspunkt und 
damit der Endpunkt der Titration ist erreicht, wenn man die Druckschrift 
bei schriiger Durchsicht durch das auf dem Rand der Petrischale auf- 


liegende Réhrchen nicht mehr genau erkennen kann. Er ist sehr scharf 
titrierbar und reproduzierbar. 
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Titration einer Digitoninlésung, Titerstellung 
der Blutkérperchenaufschwemmung 


Jede Titration wird als Doppelbestimmung aus- 
gefihrt. Die beiden Werte des BlkA-Verbrauchs stimmen meist 
bis auf einen Tropfen (0,02 ccm) iiberein. Man bringt mit einer 
Vollpipette in 2 Titrierréhrchen je 1ccm der Dig-Lésung, gibt 
eine Glasperle hinein und legt die Glaschen in das Temperatur- 
bad. Darauf saugt man die gut durchgeriihrte BIkA aus einer 
Schale in die Birette und’ stellt auf den Nulipunkt der Skala 
ein. Nun 148t man einige Tropfen in das Titrierréhrchen flieBen, 
das man hierzu einen Augenblick aus dem Temperaturbad heraus- 
nimmt, und schiittelt gut um. Es tritt sofort Himolyse ein, die 
Lésung wird klar. Man wartet einige Augenblicke, setzt wieder 
einige Tropfen hinzu, schiittelt um und la8t wieder kurze Zeit 
reagieren. Gibt man so allmahlich immer mehr Blk zu, so geht 
die Hamolyse immer langsamer vor sich und tritt zuletzt auch 
nach mehrmaligem Umschiitteln nicht mehr ein. Bleibt die 
Tribung 2—5 Minuten lang bestehen, so ist die Titration beendet. 
Man liest den Verbrauch an Blk ab und titriert anschlieBend das 
zweite Réhrchen. 

Man darf bei der Titration auch satis nicht mehr als 
etwa 0,iccm BlkA auf einmal zulaufen lassen und soll jeweils 
nach Zugabe einiger Tropfen etwas warten, damit das Chol der 
Blk Zeit hat, zu reagieren. Andernfalls findet man leicht etwas 
héhere Werte im Verbrauch. Die Blk sedimentieren in der 
Biirette ziemlich rasch, Im allgeme*nen kann man aber unbedenk- 
lich mit einer Fiillung eine Doppelbestimmung ausfiihren, ohne 
Unterschiede von mehr als 1 Tropfen zu finden. Haben sich die 
Blk. zu stark abgesetzt, oder ist nicht mehr genug von der Auf- 
schwemmung in der Biirette, so l4Bt man sie in die Vorrats- 
schale zuriickflieBen, wirbelt durch Durchblasen von Luft gut auf 
und fillt dann wieder durch Aufsaugen. Bei langerem Aufbewahren 
der BikA dndert sich ihr Verbrauch mitunter etwas, auch besteht 
die Méglichkeit des Eintritts von Faulnis. Es ist daher not- 
wendig, vor jeder Serienbestimmung erst den Titer der BIkA neu 
zu stellen und die Blk bei Nichtgebrauch im verschlossenen Kolben 
bei 0° aufzubewahren. Am besten werden immer méglichst frische 
Blk verwendet. 


Aus dem Verbrauch fir 1 ccm Dig-Liésung ergibt sich der 
Titer der BlkA; er gibt an, wieviel y Chol 1ccm in Bindung an 
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die Blk-Membranen enthalt. Verbraucht 1 com Dig-Lésung mit dem 
Titer A (vgl. unten) a ccm an Bik, so ist der Titer A/a y Chol/ccm. 


Beispiel. leem Dig-Lésung vom Titer 46,7 y Chol/eem verbrauche 
als Mittel zweier Titrationen 0,87 ccm Blk. Dann hat die Aufschwemmung 
den Titer 46,7/0,87 = 53,7 y Chol/eem. Da 1lecem der urspriinglichen Blk 
auf das 10 fache verdiinnt war, erhalten wir durch Multiplikation mit 1000 
den Chol-Gehalt der urspriinglichen Blk in Milligramm-Prozent, im vor- 
liegenden Beispiel 53,7 mg-°/, Chol. 


Beim Vergleich unserer Zahlen fiir den Chol-Gehalt der Blk 
mit Angaben der Literatur ist zu beriticksichtigen, daB sie nur 
etwa halb so hoch sind, da wir nach dem Waschen mit NaCl- 


Lésung bis zum Volumen des urspriinglichen Vollbluts auffillen 
[vgl. zB. Bruny]. 


DaB unter den von uns angewandten Bedingungen alles Chol 
der Blk erfaBt wird, zeigt folgender Versuch: 1 ccm Dig-Lésung 
verbrauchte 0,68 ccm einer BlkA unter normalen Bedingungen der 
Titration. 0,34ccm dieser BlkA wurden darauf zu der gleichen 
Lésung gegeben und die Mischung 2 Stunden bei 40° aufbewahrt. 
Hierbei hatte noch nicht gebundenes Erythrocyten—Chol Zeit ge- 
habt mit dem iiberschiissigen Dig zu reagieren. Die Weiter- 
titration nach dem Stehen ergab einen Restverbrauch von genau 
0,34 com BIkA, so daB im ganzen wiederum 0,68 ccm bendtigt 
wurden wie bei der direkten Titration. Dies zeigt, daB die 
Reaktionsgeschwindigkeit der Bik bei 40° und bei Anwendung 
von Dig als Hamolytikum so groB ist, daB man berechtigt ist, 
mit einem konstanten Titer der BlkA bei der Titration zu rechnen. 


Titerstellung der Digitoninlosung 


Chol bildet mit Dig eine Molekiilverbindung im Verhiltnis 
1:1. Das Molekulargewicht des Chol, C,,H,,0, ist 386,64, das 
des Dig, C,,H,,0,,, ist 1229,3, folglich das des Cholesterin— 
Digitonids 1615,94. Es enthalt 1 Teil Cholesterin—Digitonid 
0,239 Teile Chol und 0,761 Teile Dig. Weiter folgt, daB 1 Teil Chol 
3,18 Teile Dig und 1 Teil Dig 0,314 Teile Chol zu binden vermag. 


Zur Titerstellung der Dig-Lésung waigt man 15—20 mg durch 
Umkrystallisieren gereinigtes Chol (Schmelzp. 148°) in einem MeBb- 
kolben von 50 ccm Inhalt auf einer Analysenwage ab, lést in 
Aceton, fillt bis zur Marke auf und schiittelt gut um. 1 ccm 
dieser Lésung wird durch genaues Abmessen mit einer MeBpipette 
in einem 10 ccm-MeBkolben mit Aceton auf das 10fache verdiinnt. 
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Man bereitet sich 4 Titrierrdhrchen vor, die mit je 1ccm der zu 
bestimmenden Dig-Liésung gefillt sind, und setzt zu zweien mit 
der MeBpipette je 0,5ccm und zu den beiden anderen je 1 ccm 
der verdiinnten Chol-Lisung zu. Aus dem Gemisch muf das 
Aceton entfernt werden. Dazu halt man die Rohrchen unter 
Schiitteln in den Dampf eines Wasserbades und saugt gleichzeitig 
das Aceton mit einem Glasrohr ab, das in das Réhrchen hinein- 
gehalten wird und an die Wasserstrahlpumpe angeschlossen ist. 
Meist geniigen hierzu etwa 5 Minuten. Man mu darauf achten, 
daB die Liésung bei plétzlichem Aufsieden des Acetons nicht in 
das Saugrohr gerit. Die vdllige Entfernung des Lésungsmittels 
ist unbedingt nétig, da sonst die Hamolyse der Blk gestért wird 
und viel langsamer vor sich geht. Nach dem Absaugen des 
Acetons setzt man die Réhrchen in ein mit Wasser gefiilltes 
Becherglas, das auf dem Wasserbad steht und eine Temperatur 
von 60—70° haben soll, und 148t sie 10 Minuten darin stehen. 
Wahrend dieser Zeit tritt volistindige Bindung des Chol an das 
iiberschiissige Dig ein. AnschlieBend werden die Réhrchen ab- 
gekiihlt und titriert. Die zur Titerstellung benutzte Chol-Lésung 
mu8 jedesmal neu hergestellt werden. Um festzustellen, ob das 
Aceton in der richtigen Weise entfernt war, empfiehlt es sich, 
eine Kontrolle mit 1 ccm Dig und 1 ccm reinem Aceton an- 
zusetzen und wie oben abzusaugen und zu titrieren. Hierbei 


mu man den gleichen Wert erhalten wie fiir 1 ccm reiner Dig- 
Lésung. 


Aus der Differenz des BlkA-Verbrauchs der reinen Dig-Lésung 
und der Dig/Chol-Mischung ergibt sich zunichst der Titer der 
BIkA und hieraus — umgekehrt wie bei der Titerstellung der 


BikA — der Titer der Dig-Lisung. Er gibt die Chol-Menge an, 
die 1ccm der Lésung binden kann. 


Beispiel: 18,2mg Chol wurden in 50cem Aceton gelést und 1 ccm 
Lésung auf das 10fache verdiinnt. Die verdiinnte Lésung hat dann einen 
Gehalt von 36,4 y Chol/eem und dient zur Titerstellung. 


EE ee 0,85; 0,89 Mittel 0,87 BklA 
b) 1 ccm Dig + 0,5 cem Chol (18,2 y Chol) . 0,50; 0,52 Mittel 0,51 BIkA 
c) 1 eem Dig + 1 cem Chol (36,4 y Chol). . 0,20; 0,18 Mittel 0,19 BIkA 
d) 1eem Dig + 1 cem Aceton (Kontrolle) . 0,87; 0,87 Mittel 0,87 BIkA 


Die Differenzen des BlkA-Verbrauchs der Titrationen a) bis c) ent- 
sprechen den Differenzen der zugesetzten Menge Chol. 


Die 1 cem BIkA entsprechende Menge Chol erhaélt man durch Division 
der jeweiligen Chol-Menge durch die Blk-Differenzen: 
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a) — b) = 0,87 — 0,51 = 0,36 com BIKA ~ 18,2 y Chol; : 

1 com Blk ~18,2/0,36 = 50,6 y Chol 
b) — ce) = 0,51 — 0,19 = 0,32 cem BIkA ~18,2 y Chol; 

1 ecm Blk ~ 18,2/0,32 = 56,9 y Chol 
a) — ec) = 0,87 — 0,19 = 0,68 cem BIkA~ 36,4 y Chol; 

1 cem BIk~36,4/0,68 = 53,6 y Chol 





Mittel = 53,7 7 Chol 


Es entspricht demnach 1 ecm BIkA 53,7 y Chol/ecm, die BIkA hat den Titer 
53,7. 1 ccm der reinen Dig-Lésung verbrauchte 0,87 eem BIkA. Dies ent- 
spricht folglich 53,7 - 0,87 = 46,77 Chol: die Dig-Lésung hat den Titer 
46,7 y Chol/ecm. , 


Wenn die Differenzen a) —b), b) — c) und a) —e)/2 und damit die 
sich hieraus ergebenden Mengen Chol/eem BIkA sehr verschieden sind, 80 
beweist dies, daB die Titerstellung nicht richtig gelungen ist. Meist liegt 
dies daran, daB das Aceton nicht ganz entfernt war. Eine Schwankung 
der Werte um + 5°/, liegt innerhalb der Fehlergrenze und wird, wie das 
Beispiel zeigte, durch Mittelung eliminiert. Hat man einmal eine ein- 
gestellte Dig-Lésung, so kann man an sie durch Vergleich mit der gleichen 
BIKA andere Dig-Lésungen anschlieBen, ohne fiir diese extra den Titer, wic 
oben beschrieben, stellen zu miissen. 


Aus dem Titer der Lésung kann man ihren Gehalt an Dig 
berechnen, dessen Zahlenwert fiir unsere Bestimmungen ohne 
Interesse ist. Da 1 Teil Chol durch 3,18 Teile Dig gebunden wird, 
ist der Dig-Gehalt = Titer mal 3,18, in unserem Beispiel enthielte 
demnach die Lésung 46,7-3,18 = 148 y Dig/ccm. 


Bestimmung des Cholesteringehalts einer Lésung 


Die Bestimmung verlaiuft nach dem umgekehrten Prinzip wie 
die Titerstellung der Dig-Lésung. Es muB eine von Verunreinigungen 
mdglichst befreite acetonische Chol-Lésung vorliegen. Ist dies 
nicht der Fall, so verdampft man das Lésungsmittel und lést den 
Riickstand in Aceton. Die Chol-Konzentration soll etwa halb so 
groB sein, wie der Titer der benutzten Dig-Lésung angibt. Dazu 
mu8 die Lésung entsprechend verdiinnt werden. Zur Bestimmung 
setzt man zu 2 Réhrchen mit je 1 com Dig 1 ccm der Aceton- 
lésung, saugt wie bei der Titerstellung das Aceton ab und er- 
wirmt 10 Minuten auf 70° Man titriert zunachst 2mal je 1 ccm 
Dig-Lésung und anschlieBend die beiden Proben. Aus der Differenz 
des Verbrauchs an BlkA fir die Dig-Lisung und fir die Mischung 
Chol/Dig ergibt sich durch Multiplikation mit dem Blk-Titer die 
Chol-Menge. 


Beispiel. Gegeben eine alkoholische Chol-Lésung von 150 mg in 
100 cem. 1 cem wird mit der MeBpipette abgemessen, der Alkohol verdampft, 
der Riickstand in Aceton gelést, die Lésung in einen 10cem MeBkolben 
gespiilt und aufgefiillt. 1 cem Lésung enthilt dann 1507 Chol. Es muB 
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daher nochmals auf das 10fache verdiinnt werden. Die verdiinnte Lésung 


‘mit einem Gehalt von 15 y/ecm wird titriert. 


a) 1eem Dig. (Titer 46,7 y Chol/eem) . . 0,64; 0,66 Mittel 0,65 BIkA 
b) 1 ceem Dig + 1 cem Chol-Lésung . . . 0,44; 0,42 Mittel 0,43 BIkA 


Titer der BIkA = 46,7/0,65 = 71,9 y Chol/eem. a) — b) = 0,65-—0,43=0,22 cem. 
Multiplikation mit dem Titer ergibt 0,22. 71,9 = 15,8y Chol. Da 1cem auf 
das 100 fache verdiinnt war, so findet man fiir die urspriingliche Lésung 
100 - 15,8 y = 1,58 mg/eem an Stelle von theoretisch 1,5 mg/eem. 


Bestimmung des Cholesterins im Plasma oder Serum 
1. Freies Cholesterin 


Das nach Zentrifugieren des Citratbluts gewonnene Plasma 
oder das Serum mu8 mit Kochsalz-Puffergemisch verdiinnt werden. 
Am zweckméBigsten hat sich eine Verdiinnung von 1:10 erwiesen. 
Bei sehr hohem Gehalt an Cholesterin, der sich daran bemerkbar 
macht, daB keine Hamolyse bei der Titration eintritt, mu starker 
verdiinnt oder eine geringere Menge verdiinntes Plasma angewandt 
werden. 

Man setzt zu 2 Réhrchen mit je 1ccm Dig je 0,5 com ver- 
diinntes Plasma (bei Kaninchenplasma wegen des niediigersi Chol- 
Gehaltes 1 ccm) und erwirmt 10 Minuten auf 70°. Dadurch er- 
zielt man volistindige Bindung des Chol an das iiberschiissige 
Dig (vgl. nachstehende Arbeit). Im allgemeinen bleiben die Réhrchen 
trotz der hohen Temperatur klar, ohne da8 SerumeiweiB ausflockt; 
manchmal sind sie etwas triibe. Anstatt 10 Minuten auf 70° zu 
erwirmen, kann man auch 12 Stunden bei 40° stehen lassen. An- 
schlieBend stellt man den Titer der BIkA und titriert die beiden 
Rohrchen mit dem Plasma—Dig-Gemisch. Die BlkA-Differenz multi- 
pliziert mit dem Titer der BlkA ist gleich der zu bestimmenden 
Chol-Menge. Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors er- 
gibt sich hieraus der Chol-Wert in Milligramm/Prozent. 


Beispiel. 0,5cem Plasma auf 5 ccm aufgefiillt; 0,5 cem verdiinntes 
Plasma zur Titration verwendet; Titer der Dig-Lésung 47 y Chol/cem. 


ef >. Seer er ere ree eee 0,83; 0,83 Mittel 0,83 BIkA 
b) leem Dig + 0,5 cem Plasma 1:10; 10 Min. 70° 0,55; 0,53 Mittel 0,54 BIkA 


Titer der BIkA 47/0,83 = 56,6 y Chol/eem. a) — b) = 0,83 — 0,54 = 0,29 ecm. 
Multiplikation mit dem Titer ergibt 0,29-56,6=16,4 y Chol. Da 0,5cem 10fach 
verdiinntes Plasma angewendet wurden, enthalt 1 cem unverdiinntes Plasma 
20mal soviel und 100 ccm 2000 mal soviel Chol, das Plasma hat einen Ge- 
halt von 32,8 mg-°/, Chol. 


In der folgenden Tabelle sind einige Beispiele der Titration ver- 
schiedener Plasmaverdiinnungen von mehreren Personen aufgefiihrt. 








Uber eine titrimetrische Mikrobestimmung des Cholesterins usw. 199 




















i i Verbrauch | Mittel- | Diffe- | mg-°/ 
Titrierte Lésung an BIkA wert renz | C ol 
a LOG 56 68 ae eS 0,83; 0,83 0,83 -- 56,6 


b) 1 eem Dig + 0,5cem Plasma 1:10 | 0,55; 0,53 0,54 0,29 32,8 
c) 1 cem Dig + 0,5 cem Plasma 1:10 | 0,33; 0,35 0,34 .| 0,49 55,6 
d) leem Dig + 1cem Plasma 1:20] 0,43; 0,39 | 0,41 0,42 | 47,6 
e) leem Dig + 0,5 ccm Plasma 1:20 | 0,45; 0,43 | 0,44 0,39 88,4 














Man kann Serum oder Plasma verschiedener Personen mit 
den gleichen Blutkérperchen titrieren, ohne da® Fehler durch die 
Verschiedenheit der Blutgruppen auftreten. Alle Verdiinnungen 
richtet man zweckméBigerweise so ein, da8 man mit 
0,5—1ccm verdiinntem Plasma oder Serum auf 1ccm Dig 
auskommt. 

Anstatt das Serum zur Bestimmung des freien Cholesterins 
direkt zu titrieren, kann man hierzu auch den Serumextrakt ver- 
wenden, der zur Untersuchung des Gesamtcholesterins gemacht 
wird (vgl. unten). Man geht dann genau so vor, wie es bei der 
Feststellung des Gehalts einer Chol-Lisung beschrieben wurde. 
Die so erhaltenen Werte stimmen iiberein mit den direkt titrierten 
(vgl. Tabelle S. 202). Wenn nur sehr wenig Serum zur Verfiigung 
steht, so empfiehlt sich dies Verfahren iiberhaupt. Schon 0,1 ccm 
Serum, extrahiert und aufgefillt auf 5ccm, geniigen dann, um 
eine Bestimmung des freien und des Gesamtcholesterins durch- 
zufiihren. Solch kleine Blutmengen kénnte man auch ohne Venen- 
punktion aus der Fingerbeere oder dem Ohrlippchen entnehmen. 


2. Gesamtcholesterin 


Man fillt ein 10 com-MeBkélbchen mit etwa 6 ccm der Mischung 
Alkohol/Aceton 1:1. Dann laBt man mit einer MeBpipette 0,25 ccm 
Serum oder Plasma eintropfen, wobei das Kiwei8 ausfallt, und 
schiittelt um. Unter Umschiitteln wird nun der Extrakt auf dem 
Wasserbad kurz zum Sieden erhitzt. Nach Abkihlen auf Zimmer- 
temperatur wird mit Aceton—Alkohol aufgefillt und umgeschiittelt. 
Man filtriert den Extrakt durch ein trocknes Filterchen in ein 
zweites Me8kélbchen, das verschlossen wird. Die Filtration soll 
rasch vor sich gehen, damit nichts von dem Aceton verdunstet 
und dadurch die Konzentration der Lésung sich andert; es geniigt 
einige Kubikzentimeter des Filtrats aufzufangen. Je 0,5ccm werden 
in 2 Réhrchen pipettiert, je 1 com Alkohol und 1 Tropfen (etwa 
0,05 cem) der Kalilauge zugefiigt und die Rébrchen 3/, Stunde auf 
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70° erwirmt; hierbei verfliichtigt sich das Lésungsmittel zum 
gréBten Teil. Kontrollyersuche mit Cholesterin—Palmitat-Lésungen 
ergaben, daB diese Zeit notwendig und ausreichend ist zur Herbei- 
fiihrung einer vdlligen Verseifung. Bei Erniedrigung der Tem- 
peratur auf 40° bendtigten wir 3 Stunden Verseifungszeit. Zu 
dem manchmal braunlich gefirbten Riickstand gibt man 1 Tropfen 
Phenolphthaleinlésung und neutralisiert mit einer Saugpipette 
mit der verdiinnten Essigsiure; hierzu werden etwa 3 Tropfen 
bendtigt. Ein Uberschu8 an Saéure muB8 vermieden werden, da 
sonst bei der Blk-Titration Braunfairbung und Ausflockung er- 
folgen kann. Um den Rest des Alkohols und Acetons zu ent- 
fernen, wird nach der Neutralisation das Lésungsmittel unter 
Erwirmen der Réhrchen im Wasserdampf abgesaugt. Zu dem 
geringen Riickstand, der meist gelblich gefarbt ist, gibt man 
1 ccm Dig hinzu, schiittelt um und l48t 10 Minuten bei 70° 
reagieren. AnschlieBend wird titriert und aus der BIkA-Differenz 
der Chol-Gehalt berechnet. Durch Subtraktion des freien vom 
Gesamtcholesterin erhalt man das veresterte Chol. 

Beispiel. Titer der Dig-Lésung 47 y Chol/ecm. 0,25 cem Plasma mit 
10cem Alkohol/Aceton extrahiert, 0,5 cem Extrakt verseift (bei ungewéhn- 
lich hohem oder niedrigem Chol-Gehalt mu8 entsprechend weniger oder 
mehr Extrakt angewandt werden). Die Berechnung erfolgt ebenso wie bei 
der Bestimmung des freien Chol unter Beriicksichtigung der Verdiinnung. 


im Beispiel entspricht die zur Anwendung gebrachte Menge Extrakt dem 
80 ten Teil von 1 cem unverdiinntem Plasma. 








a 4 ‘ Verbrauch | Mittel- | Diffe- | mg-°/ 
Titrierte Losung an BlkA | wert | renz Chol’ 








£8... ts eae aS 0,64; 0,64} 0,64 73,4 
b) 1 eem Dig + 0,5 cem Extrakt, 0,25:101 0,31; 0,31 | 0,31 0,33 | 193,6 
ce) 1 cem Dig + 0,5 cem Extrakt, 0,25:10 | 0,35; 0,33 ; 0,34 0,30 | 176 
d) 1 cem Dig + 0,5 cem Extrakt, 0,25:10 ] 0,19; 0,21 | 0,20 0,44 | 258 














Versuche, die Cholesterinester im Serum durch Lauge oder 
Saure direkt zu verseifen und anschlieBend zu titrieren, so da’ 
kein Extrakt gemacht zu werden brauchte, sind bisher noch nicht 
gelungen. Die Methode wiirde hierdurch wesentlich vereinfacht und 
beschleunigt werden. Vielleicht erreicht man hier einen Erfolg 
durch Anwendung esterspaltender Fermente. 


Bestimmung kolloidaler Cholesterinl6sungen 


Auf die gleiche Weise, wie fiir das freie Chol des Serums 
beschrieben, lassen sich auch kolloidale Chol-Lésungen oder Chol- 
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EiweiBlésungen oder wiaBrige Organextrakte direkt titrimetrisch 
bestimmen, falls sie nicht so triibe sind, daB auch nach ent- 
sprechender Verdiinnung keine Durchsicht méglich ist. Man mu8 
auch hier wieder darauf achten, daB Isotonie und richtige Ver- 
dimnnungsverhaltnisse und ein p, von 7—7,4 eingehaliten werden, 
und unter Umstinden andere Bedingungen wihlen, um _ voll- 
standige Bindung des Chol an das Dig herbeizufiihren, als 
10 miniitiges Erhitzen auf 70° Beispielsweise kénnte man statt 
dessen 24 Stunden bei Zimmertemperatur oder bei 40° stehen 
lassen. Auch Chol-Bestimmungen im Liquor, die durch Messung 
der Hemmung der Saponinhimolyse mit Hilfe der Methode der 
Verdiinnungsreihen gemacht wurden [vgl. Nagel%)], werden sich 
nach unserer Methodik leicht und quantitativ durchfihren lassen. 


Einflu8 des p,, auf die Titration 


Stellt man sich eine Dig-Lésung der von uns benutzten Kon- 
zentration in physiologischer Kochsalzlésung her, so zeigt sie ein 
p, von 5,9. Nach der Titration mit Blk betragt das p,, 7,4. Bei 
Verwendung einer solchen Liésung zeigte sich, daB mit steigender 
Dig-Konzentration oder steigender Menge vorgelegter Kubikzenti- 
meter Dig-Lisung der BlkA-Verbrauch nicht linear anstieg. Auch 
die fiir Serum titrierten Endwerte waren verschieden, wenn 1 oder 
2ccm Dig-Lisung in dem Serum—Dig-Gemisch verwendet wurden. 
Diese Effekte verschwanden, als zur Bereitung der Dig-Lésung 
eine Mischung von Kochsalz—Puffer-p,, 7 verwendet und auch das 
Plasma mit der gleichen Mischung verdiinnt wurde. Das p,, bleibt 
so wihrend der Titration immer konstant. 


EinfluB des Natriumcitrats auf den Cholesterinwert 


In der Literatur?) finden sich Angaben, da8 Oxalatplasma 
niedrigere Chol-Werte zeigt als Heparinplasma oder Serum. Die 
Ursache soll in einer Verinderung des Plasmavolumens durch den 
Salzzusatz bedingt sein. Von anderen Autoren wurde nur ein 
geringer Hinflu8 des Oxalats gefunden"). Wir konnten bei An- 
wendung des gleichen Plasmas mit verschiedenen Mengen Natrium- 
citrat (30 und 60mg auf 5ccm Blut) und bei aus dem gleichen 
Blut hergestellten Serum keine gréBeren Unterschiede in den 
Werten fiir das freie Chol feststellen als sie innerhalb der Fehler- 
grenze von +5°/, liegen. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 275 14 
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Vergleich der titrimetrisch bestimmten Chbolesterinwerte 
mit gravimetrisch erhaltenen 

Unsere Methode beruht auf der Hemmung der Hamolyse 
durch Serum oder Plasma. Es ware denkbar, da hierfiir auBer 
Chol noch andere Substanzen in Frage kimen, z. B. andere 
Steroide, Abwandlungsprodukte der Keimdriisen- oder Nebennieren- 
rindenhormone, die ebenfalls mit Dig reagieren kénnten. Die 
Mengen dieser Stoffe im Blut fallen aber gegeniiber dem Chol 
nicht ins Gewicht. Auch bei anderen Bestimmungsmethoden auf 
der Basis von Dig wiirde man solche Stoffe mitbestimmen”). 


Ein Vergleich unserer titrimetrisch gefundenen mit gravi- 
metrisch nach der Methodik von Mihlbock und Kaufmann’) 
ermittelten Werten zeigt im allgemeinen gute Ubereinstimmung. 
Wir erhielten bei den direkt titrierten Werten meist die gleichen 
Mengen an Chol wie bei der Bestimmung aus Plasmaextrakten. 


























Freies Cholesterin in mg-°/, 
Nr. Versuch 
direkt titriert | gravimetrisch | Mikroextrakt 
eee 56 — 57 
ees oe ec ea 44 a 44 
3 | Kaninchen 22 — 23 
4 ‘a 20 — 21 
5 a 33 — 34 
6 © 28 — 28 
yk get Fg eee 54 43 52 
ee ge eg Wise 54 43 47 
2s SReCre — 34 39 
10 | Pferdeserum ... 30 29 — 
11 | Kaninchen .... 33 i 39 
2’ eee ere ee 53 41 42 
> Se 49 50 — 
14 | Kuhserum 31 30 — 
OD 8 Weeee 3k ewe. 44 44 — 
i Se ge 44 40 —- 
a ok = Se a ey 54 44 52 
18 | Hammelserum. . . 17 18 — 














Fir das Gesamtchol fanden wir meist etwas mehr nach 
unserer Methode als gravimetrisch. Méglicherweise liegt dies an 
der sehr schweren Verseifbarkeit der Chol-Ester und daran, daB 
auch die gravimetrische Bestimmung des Chols langere Erfahrungen 
im Arbeiten verlangt [vgl. z. B. *)). 





*) Uber den Einflu8 von Lecithin auf die Hamolyse vgl. die nach- 
folgende Arbeit. 
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Gesamtcholesterin in mg-°/, 
| Nr. Versuch : 
oo gravimetrisch 
ae 8 See ee 197 165 
te 5 eee 219 190 
eo se ge 179 158 
S eee Wes 6 . 211 226 
‘ Bes wae ¥. 150 133 
It. 


Fehlergrenze und Erfa8barkeitsgrenze der Methode 


Die beschriebene Titration ist eine Mikromethode. Sie er- 
fordert daher die hierbei iibliche Sorgfalt. Fehler kénnen vor 
allem durch ungenaues Arbeiten beim Gebrauch der Pipetten oder 
beim Verdiinnen der Lésungen eintreten. Die Fehlerbreite ist im 
wesentlichen durch 3 Faktoren bedingt: 1. durch die duBeren 
apparativen Bedingungen einer Mikrotitration, 2. durch das Disso- 
ziationsverhalten des Cholesterindigitonids, 3. durch die Grenze 
der Hamolyseempfindlichkeit der Blk. 


1. Die bleibende Triibung am Ende der Titration wird durch 
1 Tropfen BlkA im Uberschu8 herbeigefihrt. Rechnen wir mit 
einem durchschnittlichen Verbrauch an BlkA von 0,8 ccm und 
einem Tropfenvolumen von 0,02 ccm, so sind das 2,5°/,. Bei einem 
Verbrauch an BlkA oder einer Differenz von 0,2 macht dies schon 
10°/, aus. Der Fehler wird um so gréBer, je weniger BlkA ver- 
braucht wird und je geringer die Differenz des Verbrauchs ist. 
Ks ist daher am giinstigsten, so zu arbeiten, daB etwa halb so- 
viel Chol in der zu bestimmenden Menge Serum oder 
Extrakt vorhanden ist, wie 1 ccm der Dig-Lésung binden 
kann, bzw. wie ihr Titer angibt, und daB die Blk-Verdinnung 
so gewahlt ist, daB 1 ccm Dig-Lisung 0,6—0,8 com Aufschwemmung 
verbraucht. Das ist bei den von uns gewahlten Verdiinnungen 
meist der Fall. 


Man kann die Genauigkeit dadurch steigern, daB man eine stirker als 
1:10 verdiinnte BIkA und eine Dig-Lésung geringerer Konzentration ver- 
wendet. Es ist aber dann die Triibung nicht mehr so scharf und genau 
titrierbar. Hierfiir ein. Beispiel: Gegeben eine acetonische Chol-Liésung, 
Gehalt 5 y/ccm. Titration unter normalen Bedingungen ergab: 


a) leem Dig-Lésung (Titer 427 Chol/eem) . . 0,73; 0,75 Mittel 0,74 BIKA 
b) 1 com Dig-Lésung + 1 cem Chol-Lisung . . 0,62; 0,60 Mittel 0,61 BIkA 
14* 
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a) — b) = 0,74 — 0,61 = 0,13, Maultiplikation mit dem Titer der BIkA 
(42/0,74 = 56,7 y Chol/cem) ergibt 56,7 - 0,13 = 7,4 y Chol statt theoretisch 5 y. 
Bei Mehrverbrauch von nur 1 Tropfen BIkA bei b) ergiibe sich a) — b) = 0,10 


- und damit 5,77 Chol. — Die Titration mit einer 5fach verdiinnten Dig- 


Lésung (Titer 8,47 Chol/eem) und einer BIkA 1:50 ergab den richtigen 
Chol-Wert: 

a) leem Dig-Lésung .........-... 0,55; 0,57 Mittel 0,56 BIkA 
b) 1 eem Dig-Lésung + 1 cem Chol-Lésung . . 0,23; 0,23 Mittel 0,23 BIkA 
a) — b) = 0,33, Multiplikation mit dem Titer (8,4/0,56 = 15 7 Chol/ecm) er- 
gibt 0,33-15 = 4,95 g Chol statt theoretisch 5 y. 

Weitere Steigerung der Genauigkeit ist durch Anwendung ngch stirker 
verdiinnter Dig-Lésungen denkbar. Die Erfa8barkeitsgrenze liegt bei weniger 
als 0,1 y Chol. Die Titration so kleiner Chol-Mengen wiirde die Anwendung 
physikalischer Methoden zur Messung der Triibung und prizisestes Arbeiten 
verlangen. 

2. und 3. Beide Faktoren spielen fir die Titration praktisch 
keine Rolle. Die Grenze der Haimolysewirkung liegt noch um 
etwa 2 Zehnerpotenzen niedriger als die von uns gewahlte Dig- 
Konzentration. Auch die Dissoziation der Molekiilverbindung 
Chol—Dig ist so gering, daB sie nicht bemerkbar wird. Lésungen 
mit einem Chol-Gehalt von 0,05 y/ccm bewirken immer noch eine 
deutliche, wenn auch nicht mehr titrierbare Himolysehemmung. 
Die Tatsache, daB die Titration von Chol-Lésungen bekannten 
Gehalts zu richtigen Werten fihrt, zeigt, daB die Dissoziation 
des Cholesterindigitonids in Wasser nur auBerordentlich gering 
sein kann [vgl. hierzu auch Kofler und Schrutka?*)]. Hiergegen 
spricht ferner auch der Befund, da8 man bei Erniedrigung der 
Dig-Konzentration um das 2- oder 4fache oder bei ebensolcher 
Erhéhung entsprechend weniger oder mehr BlkA verbraucht (vgl. 
die Versuche in der nachstehenden Arbeit). Kleine Unterschiede, 
die bei solchen Versuchen auftraten, sind dadurch bedingt, daB 
bei sehr kleinem oder sehr groBem Verbrauch an BikA die 
Volumenverhaltnisse im Titrierréhrchen verschieden sind, so daB 
man zur Erzielung der Triibung im Endpunkt einen mehr oder 
weniger groBen Uberschu8 an BIkA bendtigt. 


Es ergibt sich hieraus, daB die gréBte Genauigkeit 


der Titration dann gewahrleistet ist, wenn bei Einhalten 


méglichst gleicher Volumverhiltnisse die BlkA-Diffe- 
renz etwa halb so groB ist wie der Verbrauch der reinen 
Dig-Lésung an BIkA. Unter Beriicksichtigung aller Faktoren 
und bei Kinhalten der beschriebenen Versuchsbedingungen betragt 
die Fehlerbreite durchschnittlich + 5°/, und maximal + 10°/,. 
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Vorziige und Anwendungsméglichkeiten der Blutkérperchentitration 


Die beschriebene Methode mag auf den ersten Blick etwas 
kompliziert erscheinen. Hat man sich einmal eingearbeitet, so ist 
sie auBerordentlich einfach und sehr rasch durchfihrbar. Eine 
Bestimmung des freien Chol dauert 15 Minuten, die des Gesamt- 
chol 1 Stunde. Eine gravimetrische Bestimmung des Serumchol 
erfordert dagegen 2 Tage. Auch die colorimetrischen Methoden 
bendétigen langere Zeit; hier besteht die Gefahr, daB Begleitstoffe 
die Farbe verfailschen und so zu unrichtigen Werten fihren. 


Der Hauptvorteil unserer Methode liegt darin, daB sie titri- 
metrisch arbeitet, und da sie mit einfachen apparativen Hilfs- 
mitteln auskommt. Die Zahl der chemischen Operationen mit 
dem Serum ist denkbar gering. Alle Reaktionen gehen in dem 
gleichen Réhrchen vor sich Wenn man auf die direkte Be- 
stimmung des freien Chol verzichtet und statt dessen den Serum- 
extrakt verwendet, so geniigt schon 0,1 ccm Serum oder Plasma, 
um eine vollstaindige Bestimmung des freien und des Gesamtchol 
durchzufiihren. Besonders geeignet ist die Titrationsmethode zur 
Ausfiihrung von Serienbestimmungen. 


Viele biochemische Vorgange, bei denen Himolyse von Blk 
eintritt, werden sich unter entsprechender Anderung der Ver- 
suchsbedingungen mit Hilfe der Blk-Titration genauer untersuchen 
oder quantitativ verfolgen lassen: so beispielsweise die Reaktion 
zwischen Saponin und Serumcholesterin (vgl. die nachstehende Mit- 
teilung), die Bestimmung der osmotischen Resistenz der Blk, 
Untersuchungen der verschiedensten Himolysine, Bakteriengifte, 
hamolytisch wirkender Antikérper, Schlangengifte, immunologischer 
Vorginge, Wertbestimmung von Saponindrogen. Untersuchungen 
in dieser Richtung sind von uns geplant. 


Einige Ergebnisse bei der Untersuchung des Blutcholesterins 


Mit Hilfe der beschriebenen Titrationsmethode wurde eine 
groBe Anzahl von Untersuchungen an menschlichem und tierischem 
Blut durchgefiihrt. Sie bestitigten die Angaben der Literatur 
tiber die Hohe des Chol-Spiegels und iiber seine Schwankungen. 


Normalerweise liegen beim Menschen die Werte fir die Blk 
zwischen 50 und 80 mg-°/, Chol, fiir das freie Chol des Serums 
zwischen 40 und 70 mg-°/, und fiir das Gesamtchol zwischen 
150 und 220 mg-°/,. Die Schwankungen des Chol-Spiegels bei Be- 
obachtung tiber Wochen und Monate betragen fir das freie 
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Chol + 5—10 mg-°/,, fiir das Gesamtchol + 20—50mg-°/,. Ge- 
legentlich kommen auch stiirkere Schwankungen vor. Im allgemeinen 
bleibt eine fiir jedes Individuum charakteristische Héhe des Blut- 
cholesterinspiegels erhalten. — Bei Kaninchen betragen die Zahlen 
fir die Blk 30—50 mg-°/, Chol, fiir das freie Chol des Serums 
10—30 mg-°/,, fir das Gesamtchol 50—120 mg-°/,. Hier kénnen 
die Schwankungen im Verhiltnis bedeutend gréBer sein als beim 


Menschen, wenn man den Chol-Spiegel iiber langere Zeit hin 
verfolgt. 


Zusammenfassung 

Es wird eine titrimetrische Mikromethode zur Bestimmung 
des Cholesterins in Liésungen und im Serum oder Plasma be- 
schrieben. Sie liBt sich auch auf andere K6rperfliissigkeiten und 
auf kolloidale Lésungen iibertragen. Die Methode beruht auf der 
Himolyse von Blutkérperchen durch eine eingestellte Digitonin- 
lésung und ihrer Hemmung durch Cholesterin. Als Titrations- 
mittel dient eine Aufschwemmung gewaschener Blutkérperchen. 
Zur Feststellung ihres Cholesterintiters 148t man sie aus einer 
Biirette zur Digitoninlésung flieBen. Die zuniachst einsetzende 
Himolyse kommt durch Bindung des Digitonins an das Blut- 
kérperchen-Cholesterin allmahlich zu einem Stillstand. Der End- 
punkt der Titration ist an der bleibenden Triibung durch die 
Blutkérperchen erkennbar. 

Die Bestimmung des freien Cholesterins erfolgt durch Priifung 
der Hemmungswirkung verdiinnten Serums auf die Hamolyse. 
Durch Riicktitration des iiberschiissigen Digitonins laBt sich die 
vorhandene Cholesterinmenge berechnen. Zur Bestimmung des Ge- 


samtcholesterins wird ein Serumextrakt verseift und nach Neu- 
tralisation ebenso titriert. 


Die Methode hat eine Reihe von Vorziigen gegeniiber anderen 
Mikromethoden: Sie ist mit einfachen Hilfsmitteln sehr: rasch 
durchfiihrbar. Bei der Cholesterinbestimmung ist keine Fallung 
als Digitonid erforderlich und daher ein Minimum an chemischen 
Operationen notwendig und die Genauigkeit erhéht. Die Be- 
stimmung des freien Cholesterins dauert 15 Minuten, die des Ge- 
samtcholesterins 1 Stunde. Daher ist die Methode fir Serien- 


untersuchungen besonders geeignet. Die Fehlerbreite betragt 


+ 5—10°/,, die ErfaBbarkeitsgrenze liegt bei weniger als 1 y 
Cholesterin. Die Fehlerméglichkeiten der Methode, ihr Anwendungs- 
bereich und einige Ergebnisse werden besprochen. 
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Bei der Ausfiihrung der Versuche leisteten Fri. 8. Zippel und 
Frl. G. Steinhorst wertvolle Mitarbeit. 


Herrn Professor A. Butenandt sind wir fiir die Férderung dieser 
Arbeit zu Dank verpflichtet. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken 
wir fiir ein H. Augustin erteiltes Stipendium und fiir die Bereitstellung 
von Mitteln, der Schering A.-G. fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit. 
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Uber die Hemmung der Digitoninhamolyse durch Serum 


Von 


Josef Schmidt-Thomé 
Mit 1 Figur im Text 





| (Aus dem Kaiser-Wilhelm-Institut fiir Biochemie Berlin-Dahlem) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Juni 1942) 








Im Jahre 1901 beschrieb Ransom?) die Hemmung der 
Saponinhimolyse durch Cholesterin (= Chol) und durch Serum. 
Er fand, daB nach Ausschiitteln des Serums mit Ather die Schutz- 
wirkung verloren ging und sich im Ather wiederfand. Der Haupt- 
bestandteil des Extrakts war Chol, und Ransom fihrte die anti- 
himolytische Wirkung des Serums auf das in ihm enthaltene 
Chol zuriick. Ahnliche Befunde wurden von anderen Autoren 
erhoben, doch waren die meisten von ihnen der Ansicht, daB 
auch Lecithin hemmend auf die Saponinhimolyse wirke, wenn 
auch in geringerem Mafe als Chol [Literatur vgl. Kofler?), 
Nagel®)}|. Nach Ponder*) soll das Chol des Serums nur zu 
einem geringen Anteil fiir die Himolysehemmung verantwortlich 
sein, das hauptsichlich wirkende Agens soll das Serum-Protein 
bzw. -Albumin sein. Den Beweis hierfiir sah Ponder unter 
anderem darin, daB die hemmende Substanz durch Berkefeld- 
filter zuriickgehalten wurde und nach Ausfillen des EiweiBes 
mit Phosphorwolframsiure oder durch Erhitzen verschwand. 
Auch Zucker, Haimoglobin und Elektrolyte sollen nach Ponder 
hemmende Wirkung besitzen. 

Versuche von K. Meyer, Eisler, Peretz [Literatur vgl. 
Nagel’)] mit Albumin- und Globulin-Lésungen zeigten, daB 
keinerlei himolysehemmende Wirkung hierbei feststellbar war. 
Auch Traubenzucker und Elektrolyte hatten nach Peretz®) keinen 
Kinflub. Nagel*) fand fir Eiklar eine geringe Hemmungswirkung, 
die wohl auf dessen Chol-Gehalt zuriickzufihren ist. 

Das Chol liegt im Serum in kolloidaler Form vor und ist 
an die Globulinfraktion des Serum-KiweiBes gebunden [Benn- 
hold’), Blix, Tiselius und Swensson’, Gardner und 
Gainsborough®)], Dadurch erklart sich, warum bei der Aus- 
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fallung des EiweiSes oder Denaturierung die Hemmungswirkung 
verschwindet. 

Es war zu vermuten, daB die angebliche Hemmung der 
Saponinhimolyse durch Lecithin auf einem Chol-Gehalt der tech- 
nischen Praparate beruhe. Die von mir zur Priifung dieser Frage 
angestellten Versuche haben diese Vermutung bestitigt: 


Zu 2,08 g ,,Lecithin ex ovo puriss.“‘ Schering, in 20 eem Alkohol, 
wurde 1 Tropfen verdiinnte Schwefelsiure und 60 cem einer 1 °/,igen alko- 
holischen Digitoninlésung in der Hitze zugesetzt. Es fiel sofort krystalli- 
siertes Cholesterin-Digitonid aus, das durch Schmelzpunkt, Mischschmelz- 
punkt und Spaltung zum freien Chol identifiziert wurde. Die Menge betrug 
0,643 g, das entspricht 154 mg oder 7,4°/, Chol im Lecithin. Setzt man 
eine entsprechend verdiinnte Lésung des gleichen Priparats zu einer 
Digitoninlésung und berechnet aus der Hemmung der Himolyse bei der 
Titration mit Blutkérperchen (= Blk) (vgl. vorstehende Arbeit) den Chol- 
Gehalt, so kommt man zu dem gleichen Wert: 55,6 mg Lecithin wurden in 
2 cem Alkohol gelést und mit Aceton auf 20 cem aufgefiillt, wobei eine 
Triibung durch teilweise kolioidale Ausfiailung auftrat. 1,8 ecm hiervon 
(~5 mg Lecithin) wurden auf 10 cem mit Aceton verdiinnt und davon 
0,8 eem (~ 400 y Lecithin) zu 1 cem Dig-Lésung (Titer 40 y Chol/eem) zu- 
gefiigt. Nach Absaugen des Acetons auf dem Wasserbad wurde die 
Mischung noch 10 Minuten auf 70° erwirmt und anschlieBend titriert: 


8 ee ae oe 0,73; 0,73 Mittel 0,73 cem BIkA 
leem Dig + 400 y Lecithin . . 0,16; 0,18 » 0,17 eem BIKA 


Titer der BlkA = 40/0,73 = 54,8 7 Chol/eem. Multiplikation mit der 
BlkA-Differenz (0,73 — 0,17 = 0,56) ergibt 54,8-0,56 = 30,7 y Chol. Bezogen 
auf 400 y Lecithin sind das 7,66°/, Chol. Dies steht in guter Uberein- 
stimmung mit dem gravimetrischen Wert von 7,4°/, Chol. Ein Versuch 
mit ,,Lecithin ex ovo puriss.“* Merck hatte das gleiche Ergebnis; dieses 
Priparat besaB einen Gehalt von 2,6°/, Chol. | 


In Versuchen iiber die Hamolysehemmung von Glucose konnte 
nicht die geringste Wirkung festgestellt werden: 


100 mg Glucose wurden in 100 cem physiol. Kochsalz-Lisung gelést 


= Lésung I. — 1g Glucose wurde in 10 cem physiol. Kochsalz-Lésung 
gelést = Lésung II. 
eh rs ee rig sg hr ee 0,85; 0,84 cem BIkA 
leem Dig +1lcem LisungI...... 0,85; 0,84 cem BIkA 
1 cem Dig + 1 cem Lésung I, 10 Min. 70° 0,85; 0,84 cem BIkA 
oF 2. Sere ee re 0,65; 0,65 cem BIkA 


1 cem Dig + 1 cem Lésung II, 10 Min. 70° 0,64; 0,66 cem BIKA. 


In der vorstehenden Arbeit wurde gezeigt, daB man durch 
die haimolysehemmende Wirkung des Serums auf eine Dig-Lisung 
seinen Chol-Gehalt quantitativ bestimmen kann. Die dort be- 
schriebene Ubereinstimmung zwischen gravimetrisch und titri- 








son nae i Rv hate aba Ma Ree: S* : 3 


pe eegeaee eniviblracne alla eines Oo ES Geet es 





719 Josef Sehmidt-Thomé, 


metrisch durch Bik-Titration erhaltenen Chol-Werten beweist an 
sich schon, 4a8 anBer Chol im Serum kein anderer Stoff far die 
Hamelysehemmung verantwortlich sein kann, Dies wird darch 
die oben dargelegten Untersuchungen tiber den Kinfiaé von 
Kiweif, Lecithin und Glucose weiter erhirtet. 

Entscheidend fir die Erfassung des gesamten freien Chol 
im Serum durch seine antihimolytische Wirkung sind die an- 
gewendeten Reaktionsbedingungen, Die Reaktionsgeschwindigkeit 
zwischen Serum und Dig hingt stark ab von der Temperatar und 
der Konzentration der Reaktionsteilnehmer. Setzt man verdfinntes 
Serum zu einer Dig-Lésung, die einen Titer von etwa 40 y Chol/ecm 
besitzt, und titriert unmittelbar nach der Mischung (Methode vgl. 
vorstehende Arbeit), so findet man nur etwa die Halfte der Ge- 
samtmenge des freien Chol. Dieser Wert wird als ,Frisch*- 
Wert bezeichnet. LaBt man aber solche Mischungen yor der 
Titration stehen, so wird mit steigender Reaktionsdauer immer 
mehr Chol gefunden, bis schlieBlich nach etwa 2 Stunden ein 
Endwert erreicht ist. Erhéht man die Temperatur auf 70°, so 
erhalt man den Endwert schon nach einigen Minuten Reaktions- 
zeit. Verwendet man Dig-Lésungen steigender Konzentration, 
steigt auch der Frischwert, bis man zu dem Endwert gelangt. 
Der Vergleich mit gravimetrischen Bestimmungen zeigt, daB der 
Endwert tatsachlich das gesamte freie Chol erfaBt (vgl. vor- 
stehende Arbeit) Jahnson-Blohm’) beobachtete schon 1913 
ahnliches; er gab an, daB Chol bzw. Serum langere Zeit, 1 bis 
2 Stunden, auf Saponine einwirken miBte, um seine volle anti- 
hamolytische Kraft zu entfalten, und daB durch Temperatur- 
erhéhung diese Zeit sich abkiirzen lasse. 

In dem folgenden Versuch ist die Abhangigkeit der Reaktion 
von der Zeit und der Dig-Konzentration untersucht. Als MaB8 
fir die in Reaktion getretene Chol-Menge ist die BIkA-Differenz 
angegeben. Die Titrierréhrchen wurden bei Zimmertemperatur auf- 
bewahrt und zur Titration in das Temperaturbad von 40° gebracht. 























Mittelwert 
Zeit Titrierte Lésung des BikA- Differenz 
Verbrauchs 
I. Dig-Lsg. 1:4 verdiinnt 
_ 1 cem Dig 0,65 — 
10°° leem , +1ccm Plasma 1:10 0,28 0,37 
1298 ie ee Se eee 0,16 0,49 
155° leem ,, +1cem < 1:10 0,00 0,65 
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Mittelwert 
Zeit Titrierte Lésung des BIkA- | Differenz 
Verbrauchs 














Il. Dig-Lsg. 1:2 verdiinnt 














— 1 cem Dig 1,26 — 
10°° leem ,, +1cem Plasma 1:10 0,50 0,76 
11° leem , +1icem ,, 1:10 0,39 0,87 
125! leem ,, +1lcem ,, 1:10 0,35 0,91 
15% leem , +1ccem si 1:10 0,34 0,92 
10 Min. 70° | leem ,, +1ecm _e,, 1:10 0,32 0,94 
nach 24Std.| leem ,, +1leem ,, 1:10 0,33 0,93 
III. Dig-Lsg. 1: 1 verdiinnt 
— 1 eem Dig 2,27 — 
10*° leem ,, +10cem Plasma 1:10 1,50 0,77 
11° leem , +1ccem ~ 1:1 1,42 0,85 
1255 leem ,, +1cem i 1:10 1,39 0,88 
15% leem , +1cem - 1:10 1,40 0,87 
16° leem ,, +1eccem ‘s 1:10 1,38 0,89 
nach 24Std. |] leem ,, +1 ecm - 1:10 1,42 0,85 











In dem nachstehenden Versuch sind die BlkA-Differenzen 
fir die Frischwerte in Abhangigkeit von der Konzentration 
untersucht. 




















Mittelwert 
Titrierte Lésung des BIkA- | Differenz 

Verbrauchs 
I 1 cem Dig 1:16 0,19 — 
leem ,, 1:16+1cem Plasmal1:10 0,09 0,10 
II leem , 1:8 0,38 — 
teem ,, 1:8. +itcem ,° i236 0,19 0,19 
Ill leem ,, 1:4 0,78 — 
leem , 1:4 +leem, 1:10 0,37 0,41 
IV leem ,, 1:2 1,58 — 
leem ,, 1:2 +leem ,, 1:10 0,96 0,62 
V leem , 1:1 3,20 — 
Toom , 1:1 t+leem , 1:10 2,55 0,65 











KurvenmaBig ergibt sich das folgende Bild, wenn auf der 
Abszisse als MaB fir die Konzentration der Dig-Lésung jeweils 
der 1 ccm entsprechende Verbrauch an BIkA und auf der Ordi- 
nate als MaB fir die titrierte Chol-Menge die BlkA-Differenz 
aufgetragen wird (vgl. die Figur). 

Wihrend die Endwerte fiir das freie Chol meist um 50—70 mg-°/, 
liegen, findet man fiir die Frischwerte bei Verwendung einer Dig-Lésung 


vom Titer 45 y Chol/eem nur 20—30 mg-%/, Chol. Die physiologischen 
Schwankungen der Frischwerte beim Verfolgen des Blutchol-Spiegels tiber 
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eine lingere Zeit verlaufen nicht immer in gleichem Sinne wie die der 
Endwerte. Manchmal sinken die Endwerte, wihrend die Frischwerte steigen 
und umgekehrt, oder die Endwerte bleiben konstant, wihrend die Frisch- 
werte schwanken. Die Frischwerte stellen offenbar ein Ma8 dar fiir die 
Reaktionsgeschwindigkeit des Serum-Chol, die abhingig ist von dem kolloi- 
dalen Zustand und von der Beschaffenheit des Serum-Eiwei8. Es wire 
denkbar, da dies in Zusammenhang stehen kénnte mit pathologischen Ver- 
dinderungen des Serum-Eiwei8, z. B. bei erhéhter Blutsenkungsgeschwindig- 
keit. Untersuchungen hieriiber wurden nicht vorgenommen. 


Die Reaktionsgeschwindigkeit der Blk mit Dig ist erheblich 
groBer als die des Serums. In der vorstehenden Arbeit wurde 
gezeigt, daB unter den Bedingungen der Titration das Chol der 


Blk quantitativ erfaBt wird, und daB eine Blk-Aufschwemmung 
als Titrationsmittel benutzt werden kann. 
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Wesentlich ungiinstiger liegen die Verhiltnisse bei den von 
Ponder‘) in seinen Untersuchungen iiber die Himolysehemmung 
durch Serum angewandten Versuchsbedingungen. Es kann hier 
nicht naher auf diese umfangreichen Arbeiten eingegangen werden, 
bei denen aus Zeit /Verdiinnungs-Kurven mit Verdiinnungsreihen 
die Hemmungswirkung bestimmt wird. Gemessen wird die Zeit, 
die zur vélligen Haimolyse eines Gemisches von Saponin, Serum 
und Blk notwendig ist. Ponder fand, daB kleinere Serammengen 
ein relativ gréBeres Neutralisationsvermégen auf Saponin besitzen 
als gréBere. Der Grund hierfiir ist darin zu suchen, daB zwei 
Reaktionen nebeneinander vor sich gehen, nimlich die Hamolyse 
der Blk und die langsamer verlaufende Bindung des Saponins an 
das Serumchol. Bei einer geringen Serummenge geht die Ab- 
sittigung des Chol durch das Saponin schneller vor sich als bei 
einer gréBeren Serumkonzentration, entsprechend den oben be- 
schriebenen Versuchen, so daB im ersteren Fall im Verhiltnis 


























Uber die Hemmung der Digitoninhimolyse durch Serum 913 


mehr Chol gefunden wird. Die von Ponder aufgestellten Re- 
aktionsgleichungen vermégen die Reaktion nicht mehr eindeutig 
zu erfassen, wenn auch noch der Verbrauch an Saponin durch 
die Blk mitberiicksichtigt werden soll. 

Die von mir bisher angestellten Versuche mit anderen Sa- 
poninen, wie Agrostemma-Saponin, Guajak-Saponin und RoB- 
kastanien-Saponin ergaben, daB sie sich im Prinzip gleichartig 
verhalten wie Dig in bezug auf Hamolysehemmung durch Serum. 
Die beiden letzteren unterscheiden sich vom Dig vor allem durch 
die wesentlich geringere Reaktionsgeschwindigkeit. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Himolysehemmung durch Serum ist, wie die beschrie- 
benen Versuche zeigen, ausschlieBlich auf seinen Gehalt an Chol 
zurickzufiihren. Alle Vorstellungen tiber irgendwelche Bindungen 
des Dig an das Serum-Hiwei8 oder -Lecithin oder andere Serum- 
bestandteile sind damit hinfallig. 

Die Schwankungen in der antihamolytischen Wirkung des 
Serums sind nichts anderes als ein Ausdruck fir die Anderungen 
des Cholesterinspiegels. Dieser Zusammenhang wurde in der 
Literatur schon 6fters vermutet [vgl. Kofler]*); Peretz5) und 
Nagel’) bestimmten Lipoide im Liquor durch Feststellen der 
antihdmolytischen Wirkung. Es fehlte bisher aber der exakte 
Beweis hierfiir, der nunmehr erbracht ist und zur Chol-Bestim- 
mung im Serum mit Hilfe der Blk-Titration fiihrt. 

Die Beriicksichtigung der Geschwindigkeit der Reaktion 
zwischen Dig und Serum-Chol ist von ausschlaggebender Be- 
deutung fiir alle Versuche iiber die antihimolytische Wirkung 
des Serums. Ihre AuBerachtlassung ist wohl hiaufig der Grund 
fiir die vielen widersprechenden und unklaren Befunde der Lite- 
ratur. Erst die Trennung der Reaktionen zwischen Saponin und 
Serum und zwischen Saponin und Blutkérperschen, wie sie oben 
gezeigt wurde, erméglicht einen klaren Einblick in die Kinetik 
dieser Vorginge. | 

_ Zusammenfassung 
_ Die hemmende Wirkung von Serum auf die Digitonin- 
himolyse ist ausschlieBlich auf seinen Gehalt an unverestertem 
Cholesterin zuriickzufihren. Lecithin bewirkt keine Haimolyse- 
hemmung. Diese ihm zugeschriebene Wirkung beruht vielmehr 
auf einem Gehalt der technischen Lecithinpraparate an Chol- 
esterin. Auch Glucose ist wirkungslos. 
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Die Reaktion zwischen Digitonin und Serumcholesterin ist 
abhangig von der Zeit, der Konzentration und der Temperatur. 
Erst unter Beriicksichtigung dieser Faktoren ist es méglich, 
durch die Himolysehemmung das Serumcholesterin quantitativ 
zu erfassen. Die Blutkérperchentitration erméglicht es, die Re- 


aktion zwischen Digitonin und Serumcholesterin kinetisch zu 
untersuchen. 


Herrn Professor Butenandt danke ich fiir die Férderung der Arbeit. 
Friulein 8. Zippel danke ich fiir ihre Mitarbeit bei diesen Untersuchungen, 
der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die Bereitstellung von 
Mitteln. 
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Antigene und biésartige Geschwilste. IV 
Von 


F. Micheel und H. Emde 





(Aus dem Organisch-chemischen Laboratorium der Universitat Miinster i. W.) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Oktober 1941) *) 








Wie in den friheren Mitteilungen beschrieben, gelingt es 
durch Antigenzufuhr in geeigneter Dosis die Bildung von durch 
chemische Stoffe erzeugtem Krebs im Tierversuch weitgehend zu 
verhindern. Auch das Uberstehen einer Infektionskrankheit, bak- 
teriellen Infektion und ahnlicher Vorginge ist nichts anderes als 
eine Antigenzufuhr durch pathogene Erreger. Es tauchte damit 
die Frage auf, ob das Auftreten von Spontantumoren durch das 
Uberstehen von Infektionskrankheiten verhindert wird. In der 
Krebsstatistik miiBte sich dies so auBern, daB die Zahl der an 
Spontantumoren Erkrankenden unter denjenigen Menschen, die in 
der Jugend oder spiter Infektionen (Tuberkulose, Diphtherie u. a.) 
durchgemacht haben, geringer ist, als unter solchen, die frei da- 
von geblieben sind. Von Bedeutung ware dabei, welche Zeit 
zwischen der letzten Infektion und dem ersten Auftreten bés- 
artiger Geschwiilste beobachtet wird. Beim Reichsgesundheitsamt 


_hegt statistisches Material dariiber nicht vor’).. Auch die ,Schwei- 


zerische Erhebung iiber maligne Tumoren 1933—1935“*) gibt 
dariiber keine eindeutige Auskunft, da in den, fiir diese Erhebung 
auszufiillenden Fragebogen die Frage nach den iberstandenen 
Infektionskrankheiten nur recht unvollstaindig beantwortet wurde’). 
Mit Bezug auf menschliche Spontantumoren kénnte also nur eine 
systematische Ausdehnung der Statistik eine Antwort geben. In dieser 
Richtung liegen jedoch bereits Befunde von R. Schmidt vor, der 
dieser Frage, wenn auch unter anderem Gesichtswinkel, Interesse 





*) Unter diesem Datum hinterlegte der Verfasser die Mitteilung ver- 
schlossen bei der Schriftieitung. Sie wurde am 6, VI. in unverinderter 
Form zur Veréffentlichung bestimmt lediglich unter Zusatz der beiden An- 
merkuagen *) und ”), 


) Nach einer freundlichen Mitteilung des Prisidenten Prof. Reiter 
vom 26. 7. 41. 
*) v. Fellenberg, Bull. Eidgen. Gesundheitsamt 1940, 338. 


*) Nach einer freundlichen Mitteilung des Direktors des eidgen. Ge- 
sundheitsamts. | 
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zugewandt hat‘). Schmidt fand z. B. bei 190 Patienten mit Magen- 
carcinom, daB in 141 Fallen keine Kinderkrankheiten tiberstanden 
wurden und in 77 Fallen auch spaterhin keine Infektionskrank- 
heiten durchgemacht wurden. Auch Soegaard‘), Maislisch‘), 
Sinek’), Engel’) u.a. haben ahnliche Beobachtungen gemacht. 

Wir haben bei Mausen, die ein Benzpyrendepot von 1 mg in 
der iiblichen Weise (vgl. die friiheren Mitteilungen) erhielten, 
folgendes gefunden. Bei einer Versuchsreihe von 20 Tieren bildete 
sich, anscheinend durch Infektion von Bi8wunden auf dem Riicken 
eine schmale, in Richtung der Wirbelsiule ausgedehnte, einige 
Zentimeter lange Verschorfung; unter dem mitunter mehr als 
0,5 cm hohen Schorfe fand sich eine gelbliche, gallertige Masse), 
Die Heilung der Tiere gelang nur durch wiederholtes Abheben 
des Schorfes und Behandlung mit Sagrotanlésung und erforderte 
mehrere Wochen. Alle diese Tiere blieben nun frei von Sar- 
komen, wahrend die zu gleicher Zeit angesetzten Kontrolltiere in 
der auch sonst beobachteten Zahl Sarkome bekamen: 




















Zahl Bis zum | Tumortriger | Frei von Tumoren 

der 90. Tage Tage 
Tiere gestorben | Zahl | °/, Zahl le 

20 Infek- 7 0 0 13 100 107 
tion 0 0 13 100 127 
0 0 13 100 158 
20. — 3 9 53 8 47 107 
12 71 5 29 127 
13 76 4 . 24 158 























Nach Uberimpfung des Infektionsmaterials auf Tiere neuer 
Versuchsreihen wird diese Beeinflussung der Krebsbildung zur 
Zeit an Benzpyren- und an Impftumoren weiterhin geprift. Ober 
die Ergebnisse dieser Versuchsreihen wird spiter berichtet?), 

Fiir die Unterstiitzung unserer Arbeiten danken wir der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


*) Med. Klinik 1910, 1690; Miinch. klin. Wschr. 25, 1 (1929). 

5) Berl. klin. Wschr. 1911, 38; 1912, 1037. 

*) Z. Krebsforsch. 34, 559 (1931). 

”) Z. Krebsforsch. 44, 515 (1936); Sinek u. Springer, Le Cancer 
18, 71 (1937). 

8) Wien. klin. Wschr. 47, 1118 (1934). 

*) In gleicher Richtung wiren die seit langerer Zeit gemachten Be- 
obachtungen zu deuten, daB Tiere, die gewisse Infektionskrankheiten iiber- 
standen haben, gegen Impftumoren resistent sein kénnen. 

") Diese Versuchsreihen konnten nicht zu Ende gefiihrt werden, weil das 
Impfmaterial als Folge von Umstinden, die durch die Zeitereignisse bedingt 
waren, verloren ging. Da wir bisher kein neues Impfmaterial erhielten, 
miis,en wir eine weitere Bearbeitung dieser Frage zuniichst zuriickstellen. 
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Fig.1. Blk mit Dig himolysiert Fig. 2. Blk mit Dig hamolysiert 





Fig. 3. Blk mit H,O hiaimolysiert, Fig. 4. Blk mit H,O himolysiert, 
noch nicht himoglobinfrei Stromata mit Dig behandelt 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band 275, Tafel II 


Zu Josef Schmidt-Thomé, 
Untersuchungen iiber die Digitonin-Himolyse“. (Seite 183) 


Verlag Walter de Gruyter & Co. Berlin. 
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